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 POVZETEK 
Alzheimerjeva bolezen (AB), odkrita leta 1907, spada med kronične progresivne 
nevrodegenerativne bolezni. Predstavlja kar 60 do 80 % vseh oblik demenc. Najbolj pogosti 
pacienti so starostniki. Prizadene kar 10 % ljudi po 70. letu starosti, s staranjem pa se ta delež 
še povečuje. AB je zapletena bolezen, ki vključuje veliko različnih faktorjev. Eden izmed 
glavnih je pomanjkanje živčnega prenašalca acetilholina v nevronih. Za razgradnjo 
acetilholina v centralnem živčevju skrbita holinesterazi. Poznamo acetilholin esterazo 
(AChE) in butirilholin esterazo (BChE). Kljub temu da AChE razgradi večino acetilholina 
pa pri Alzheimerjevi boleznni BChE dobiva vedno večjo vlogo, saj raziskave dokazujejo, da 
je z napredovanjem bolezni BChE odgovorna za vedno večji delež razgrajenega acetilholina 
v nevronih. Med ostalimi pomembnimi faktorji sta oksidativni stres in določeni kovinski 
ioni, saj s tvorbo reaktivnih kisikovih in dušikovih zvrsti pripomorejo k poškodbam v 
nevronih in posledično k nevrodegeneraciji. 
AB kot tudi demenca sta večfaktorski bolezni kateri težko zdravimo samo z enim pristopom. 
Za uspešno zdravljenje oz. preprečevanje je potrebno AB obvladovati z večimi različnimi 
prijemi – tako farmakološkimi kot tudi nefarmakološkimi. 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali več spojin z multiplim delovanjem za 
zdravljenje Alzheimerjeve bolezni. Na podlagi strukture nedavno odkritega zaviralca encima 
BChE smo optimizirali spojine tako, da smo na mesto 3 piperidina uvedli različne 
substituente in nato sintetizirane spojine ovrednotili z biokemijskimi testi. 
Spojine 45, 49, 43b in 42 so pokazale dobro zaviralno delovanje na BChE v nanomolarnem 
območju z vrednostmi IC50, ki so manjše od spojine zadetka (IC50 = 80,0 nM). Kot 
najmočnejši zaviralec se je izkazala spojina 45 z vrednostjo IC50 = 5,58 nM. Vse spojine 
selektivno zavirajo BChE. Spojini 45 in 44 izkazujeta tudi antioksidativno delovanje, kar 
smo ovrednotili z DPPH testom. Iz dobljenih rezultatov ThT testa smo videli, da nobena 
izmed spojin ne zavira agregacije Aβ1–42. Z vidika multiplega delovanja je najbolj obetavna 
spojina 45, ki predstavlja dobro odskočno desko za nadaljnje načrtovanje in optimizacijo 
spojin z multiplim delovanjem za terapijo AB. 
 
Ključne besede: Alzheimerjeva bolezen, butirilholin esteraza, multifunkcionalni ligandi, 8-
hidroksikinolin 
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ABSTRACT 
 
Alzheimer's disease (AD), discovered in 1907, is a chronic progressive neurodegenerative 
disease that represents 60 – 80 % of all forms of dementia. Most commonly affected are the 
elderly. It affects 10 % of people after 70 years of age and the percentage increases with age. 
AD is a complicated disease, which is characterized by many different factors. One of the 
main factors is the deficiency in levels of neurotransmitter acetylcholine, located in the 
neurons. In the central nervous system there are two cholinesterases, which are responsible 
for the decomposition of acetylcholine – acetylcholinesterase (AChE) and 
butyrylcholinesterase (BChE). Although AChE accounts for the majority of decomposed 
acetylcholine, in AD the significance of BChE rises. With the progression of the disease, the 
BChE is accountable for bigger and bigger share of decomposed acetylcholine in neurons. 
Among other important factors are oxidative stress and metal ions. They are responsible for 
the production of reactive oxygen and nitrogen species, which strongly contributes to the 
damages in the neurons and to the neurodegeneration. AD is a multifactorial disease, which 
is almost impossible to successfully treat with only one approach. For successful treatment 
it is necessary to tackle the disease with a number of different approaches – both 
pharmacological and nonpharmacological. 
The subject of this master thesis is the synthesis and biochemical evaluation of a number of 
different multifunctional compounds for the treatment of Alzheimer's disease. On the basis 
of recently discovered inhibitor of BChE, we optimized the structure by variating the 
substituents on position of piperidin ring.  
Compounds 45, 49, 34b and 42 inhibit BChE in the nanomolar range with IC50 value lower 
than the hit compound (IC50 = 80,0 nM). The most promising inhibitor is compound 45 with 
IC50 value of 5,58 nM. All synthesized compounds selectively inhibit BChE. Compounds 45 
and 44 also showed antioxidant activity, which was evaluated by the DPPH assay. From the 
results gathered with ThT test we can conclude, that these compounds do not inhibit the 
aggregation of Aβ1–42. Nonetheless, compound 45 represents a good basis for further 
development and design of multifunctional compounds for the treatment of Alzheimer’s 
disease. 
 
Key words: Alzheimer's disease, butyrylcholineesterase, multifunctional ligands, 8-
hydroxyquinoline  
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1. UVOD 
1.1 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Alzheimerjeva bolezen (AB), odkrita leta 1907, spada med kronične progresivne 
nevrodegenerativne bolezni. Predstavlja 60 do 80 % vseh oblik demenc. Prizadene kar 10 % 
ljudi po 70. letu starosti, s staranjem pa se ta delež še povečuje (1). Z vedno večjim deležem 
starostnikov po svetu predstavlja AB vedno večji zdravstveni problem. V Združenih 
Državah Amerike je na primer v letu 2018 kar 5,7 milijonov ljudi živelo s to boleznijo, od 
tega dve tretjini žensk. Bolezen pa ne prizadene samo pacienta, ampak tudi družinske člane. 
V povprečju živijo bolniki, katerim so diagnosticirali AB po 65. letu starosti, še 4 do 8 let in 
za ta čas potrebujejo negovalca. Najpogosteje so to domovi za nego starejših občanov ali pa 
družinski člani, kar prinese velike stroške oziroma veliko porabljenega časa (2). Velik 
problem pri AB in na splošno demenci je tudi vedno večje breme, ki jo ima na javno 
zdravstvo. Po grobi oceni so bili stroški povezani z zdravljenjem na globalni ravni leta 2015 
ocenjeni na 957 milijard, v letu 2030 pa naj bi se ta številka povzpela na 2540 milijard 
dolarjev (3).  
Prvi simptomi pri ljudeh z AB se razlikujejo od človeka do človeka in so odvisni od obsega 
nevrodegenerativnih sprememb v možganih. Po navadi se najprej pojavijo problemi s 
spominom, predvsem dolgotrajnim. Ker je AB progresivna bolezen in traja več let, simptome 
in znake razdelimo v 3 stopnje. Prva je blaga in obsega pozabljivost, nemirnost, motnje v 
presoji in hitro menjavanje razpoloženja. Sledi druga stopnja, kjer postanejo problemi s 
spominom bolj očitni in v večji meri otežujejo samostojno življenje posameznika. Pojavi se 
izguba spomina za sveže dogodke, prostorska dezorientiranost, afazija, motnje v spanju, 
halucinacije in nesposobnost skrbeti zase. V tretji stopnji postanejo simptomi hujši in že 
lahko ogrožajo osnovne življenjske funkcije pacienta (4).  
Ker se AB začne pojavljati veliko let pred samim nastopom simptomov, so raziskovalci 
odkrili vrsto dejavnikov, s katerimi lahko zmanjšamo tveganje za nastanek bolezni. Ameriški 
Nacionalni inštituti za zdravje (angl. National Institutes of Health, NIH) je izpostavil 
dejavnike kot so sladkorna bolezen, kajenje, depresija, zmanjšana mentalna in fizična 
aktivnost ter nezdrava prehrana (5). 
Mediteranska prehrana, ki je splošno znana kot primer zdrave prehrane, naj bi zmanjšala 
tveganje za nastanek AB. Med genetskimi dejavniki, ki predstavljajo nevarnost za AB, 
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prevladujejo izoforma apolipoproteina ε4 (APOEε4) in določene mutacije genov za 
presenilin-1 in presenilin-2 (6). Tudi mutacije na genu za amiloidni prekurzorski protein 
(APP) so odgovorne za nastanek AB. Znanstveniki so ugotovili, da trpi več kot 80 % ljudi z 
Downovim sindromom za AB pri 65. letu starosti zaradi dodatne kopije gena za APP na 
kromosomu 21 (7). APOE obstaja v ljudeh v treh izooblikah; APOEε2, APOEε3 in APOEε4. 
Medtem ko alelna varianta ε4 predstavlja največje tveganje za AB, pa varianta ε2 deluje 
ravno obratno. Dokazi namigujejo, da ε4 izooblika zavira odstranjevanje amiloida β (Aβ) in 
pospešuje agregacijo Aβ. Poleg tega pa APOEε4 pripomore h patogenezi AB s tem, da zavira 
odzivnost mikroglije, lipidnega transporta, poruši sinaptično integriteto in plastičnost ter 
spremeni metabolizem glukoze. Raziskave zdravljenja AB potekajo v smeri modulacije 
ekspresije APOE in njegove lipidacije, kot tudi interakcije z Aβ in ekspresije receptorjev za 
APOE (8). 
1.2 MOLEKULARNI MEHANIZMI NASTANKA AB 
AB je zelo zapletena bolezen, ki vključuje veliko različnih faktorjev. Zaradi kompleksnosti 
možganov, pomanjkanja ustreznih živalskih modelov in raziskovalnih tehnik, natančna 
patogeneza AB še vedno ni pojasnjena. Zato so raziskovalci razvili več hipotez, s pomočjo 
katerih bi lahko zdravili AB oz. preprečevali njen nastanek (9). 
1.2.1 Amiloidna hipoteza 
Amiloidna hipoteza predpostavlja, da nalaganje Aβ v možganih sproži nastanek AB. Tako 
nastanejo senilni plaki in posledično nevrofibrilarne pentlje, kar pripelje do 
nevrodegeneracije, ki ima za posledico izgubo spomina. Predpostavlja se, da je prekomeren 
nastanek Aβ rezultat hiperaktivnosti β in γ sekretaz, ki cepijo APP tako, da nastane toksičen 
Aβ. Najbolj pogosta oblika APP v možganih je APP695, ki nastaja skoraj izključno v 
nevronih. Po sintezi se APP transportira do presinaptičnih končičev, kjer se nabira in 
povzroči nalaganje Aβ v sinapsah. Poznamo dve poti po katerih pride do presnove APP, to 
sta amiloidogena in neamiloidogena pot (Slika 1). Slednja prevladuje v fizioloških pogojih, 
kjer APP najprej cepi α-sekretaza. Tako nastane topni amiloid prekurzorski protein α 
(sAPPα) in C-terminalni fragment α amiloidnega prekurzorskega proteina (CTFα), ki ostane 
v membrani. Nato γ-sekretaza cepi CTFα in nastane topen ekstracelularni peptid (p3) in 
intracelularna domena APP (AICD). APP holoprotein je lahko vezan tudi na lipoproteinski 
receptor z nizko gostoto (LDLRs), kot je na primer SORL1. Po vezavi na LDLRs je APP 
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lahko podvržen reciklaži. Ob pomanjkanju LDLRs lahko zaradi tega prevlada amiloidogena 
pot.  
 
Slika 1: Shematski prikaz presnove APP. V fizioloških pogojih prevladuje neamiloidogena 
pot, pri AB pa amiloidogena; prirejeno po viru (10). 
 
Po amiloidogeni poti pa je APP internaliziran in se prenese do endosoma, kjer ga cepi β-
sekretaza ob tem pa nastane topen amiloid prekurzorski protein β (sAPPβ) in C-terminalni 
fragment β amiloidnega prekurzorskega proteina (CTFβ). Nadaljnje γ-sekretaza cepi CTFβ 
na AICD in Aβ monomer. Večina Aβ monomerov preide v zunajcelični prostor, AICD pa je 
transportiran v jedro, kjer deluje kot transkripcijski faktor. γ-Sekretaza lahko cepi CTFβ na 
različnih mestih, tako da se dolžina Aβ monomerov razlikuje od 39–43 aminokislinskih 
ostankov. V normalnih pogojih je okoli 90 % nastalega Aβ sestavljenega iz 40 
aminokislinskih ostankov, le 10 % je sestavljenih iz 42 aminokislinskih ostankov - slednji 
predstavlja bolj nevrotoksično obliko. Nastali Aβ monomeri so podvrženi dvema potema: 
bodisi se razgradijo v lizosomu v nevronu ali pa ga razgradi mikroglija s pomočjo encima 
IDE (angl. insulin degrading enzyme). Če ne pride do razgradnje, se začnejo monomeri Aβ 
v zunajceličnem prostoru povezovati v oligomere. Prekomerno kopičenje Aβ peptidov v 
možganskem tkivu privede do poškodb sinaps in do sprememb v komunikaciji med 
sinapsami (8, 10-15).  
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1.2.2 Holinergična hipoteza  
Holinergična hipoteza trdi, da motnje v delovanju holinergičnega sistema v največji meri 
pripomorejo k zmanjšanim kognitivnim sposobnostim, ki jih povezujemo s staranjem in AB 
(Slika 2). Do teh ugotovitev so prišli z uporabo majhnih odmerkov muskarinskega 
antagonista skopolamina na ljudeh. Pri mladih udeležencih so opazili upad kognitivnih 
sposobnosti, ki se običajno pojavijo pri starejših ljudeh (17). Tudi raziskave na možganih 
pacientov z AB so pokazale, da je predvsem v predelu možganske skorje zmanjšana količina 
holinergičnih nevronov. Ugotovili so pozitivno korelacijo med pomanjkanjem živčnega 
prenašalca acetilholina (18) in resnostjo simptomov pri demenci, zato so bila tudi prva 
zdravila za zdravljenje AB usmerjena proti večanju oz. ohranjanju količine ACh (učinkovine 
donepezil, rivastigmin in galantamin) (19). Z raziskavami so ugotovili, da holinergične poti, 
ki iz sprednjih možganov (bazalni in rostralni prozencefalon) projecirajo v talamus, igrajo 
pomembno vlogo pri zavesti, pozornosti, spominu in ostalih mnemoničnih procesih in da so 
ti procesi moteni pri bolnikih z AB (20). ACh se sintetizira v holinergičnih presinaptičnih 
nevronih iz holina in acetil-CoA s pomočjo encima holin acetil transferaza (ChAT). Po 
prenosu v vezikel in depolarizaciji presinaptičnega nevrona se ACh sprosti v sinaptično 
špranjo, kjer se veže na nikotinske ali muskarinske receptorje. V špranji pride do hitre 
hidrolize ACh s pomočjo encima acetilholin esteraza (AChE). Zaviralci AChE lahko 
povečajo raven ACh v sinaptični špranji in vsaj delno ublažijo kognitivne simptome, 
izboljšajo kvaliteto življenja in zmanjšajo breme tistih, ki skrbijo za paciente s srednjo do 
hudo obliko AB (21). Zanimivo pa je dejstvo, da so preko rezultatov in vitro študij odkrili, 
da lahko AChE stimulira agregacijo monomerov Aβ peptidov in posledično pripomore k 
napredovanju AB (22). 
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Slika 2: Shematski prikaz sprememb v holinergičnem nevronu pri starejših in pacientih z 
blago obliko AB v primerjavi z zdravim mladim nevronom. Spremembe v privzemu holina, 
manjše sproščanje ACh v špranjo, zmanjšano izražanje nikotinskih in muskarinskih 
receptorjev in oslabljen aksonski transport; prirejeno po viru (21). 
1.2.3 Kovinski ioni in oksidativni stres 
Oksidativen stres igra pomembno vlogo pri patogenezi AB. Definiran je kot neravnovesje 
med pro-oksidanti in antioksidanti in je povezan z motnjami v redoks sistemu in 
makromolekularnimi poškodbami. Odgovoren je za nastanek reaktivnih kisikovih (ROS) in 
reaktivnih dušikovih zvrsti (RNS) kot so superoksidni radikal, vodikov peroksid, hidroksilni 
radikal in peroksinitrit (23). Enega izmed histopatoloških znakov AB predstavljajo skupki 
agregiranega Aβ skupaj z kovinskimi ioni kot so baker, železo in cink. Znano je, da kovinski 
ioni, ki so sposobni redoks reakcij (npr. baker), pripomorejo k nastanku ROS-ov (24). ROS-
i lahko poškodujejo celice in s tem povečajo celično smrt in napake pri delitvi kromosomov, 
kar vodi do aneuplodije (25). V raziskavah so pokazali, da je porušena homeostaza biološko 
pomembnih kovin (Fe, Cu, Zn, Mg, Mn, Al) vključena v tvorbo radikalov in povečanje 
oksidativnega stresa, kar vpliva na Aβ in agregacijo proteina tau (26). Te kovine z 
reakcijami, kot so Fentonova in Haber-Weiss reakcija, pospešijo nastanek ROS-ov. V teh 
reakcijah kovine pretvorijo superoksidni radikal in vodikov peroksid v hidroksilni radikal, 
le-ta pa je udeležen v procesih kot je na primer lipidna peroksidacija (27). Dokazano je, da 
se pri vezavi Aβ na Cu ali Fe tvori vodikov peroksid (28). Koncentracija Cu in Zn je lahko 
v možganih pacientov z AB kar 3-krat večja kot pri zdravih posameznikih. Baker ima tudi 
pomembno vlogo pri tvorbi topnih Aβ oligomerov, interakcije Cu(II)-Aβ pa pripomorejo 
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tudi k agregaciji peptidov. Dokazano je, da je tendenca Aβ oligomerov za agregacijo odvisna 
od oblike oligomera. Aβ1–42 ima vezavno mesto z višjo afiniteto za Cu(II) kot Aβ1–40, zato 
imajo slednji manjšo tendenco po agregaciji. Odkrili so tudi povezavo med Cu in tau 
proteinom. Raziskave predpostavljajo, da naj bi bil promotor za tau reguliran s strani Cu-
odzivnega transkripcijskega faktorja Sp1. Slednji je tudi en izmed ključnih regulatorjev 
encima BACE1 (β-sekretaza), ki je udeležen pri nastanku Aβ. Vezava Cu(II) na Aβ inducira 
nalaganje Aβ v oligomere in povzroča nevrotoksičnost preko tvorbe ROS-ov. Dokazano je, 
da tvorba ROS-ov že sama po sebi prispeva k vnetnemu odzivu. Aktivacija celic mikroglije 
obdanih amiloidnimi plaki signifikantno prispeva h kroničnem vnetnem odzivu (29). AB je 
okarakterizirana s progresivnim poslabšanjem spomina, kar je povezano z zaviranjem 
posttetaničnega ojačanja (angl, long term potentiation, LTP) in okrepitvijo posttetaničnega 
zaviranja (angl, long term depression, LTD) v hipokampusu. Izguba sinaps v prizadetem 
delu možganov močno korelira s poslabšanjem kognitivnih sposobnosti (30). Več in vivo in 
in vitro študij podpira neposredno povezavo med oksidativnim stresom in sinaptično 
disfunkcijo pri AB. Pokazale so, da ROS-i, Aβ in hiperfosforiliran tau vplivajo na aktivnost 
NMDA receptorjev, ki skupaj z AMPA (α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska 
kislina) receptorji regulirajo ekscitatorno sinaptično transmisijo in plastičnost možganov, kar 
ima ključno vlogo pri učenju in spominu (31). 
1.3 TRENUTNO ZDRAVLJENJE  
Za razliko od večine bolezni je AB oz. na splošno demenca večfaktorska bolezen, katero 
težko ozdravimo samo z enim pristopom. Za uspešno terapijo je potrebno AB obvladovati z 
večimi različnimi pristopi – tako farmakološkimi kot tudi nefarmakološkimi. Med slednje 
spada ustrezna prehrana, zadostna fizična aktivnost in kognitivna stimulacija (32). Kljub 
temu, da predstavlja AB pereč problem za javno zdravje, je bilo do zdaj odobrenih le 5 
zdravil, ki blažijo simptome, ne preprečujejo pa same bolezni. Ta zdravila razdelimo v 2 
skupini: zaviralci encima AChE in antagonisti receptorjev NMDA (33).  
1.3.1 Zaviralci AChE  
Zaviralci AChE zmanjšajo delovanje encima, ki razgradi ACh v sinaptični špranji in s tem 
povečajo holinergični prenos. Takrin je zaviralec prve generacije, vendar je njegova uporaba 
prepovedana zaradi hepatotoksičnih stranskih učinkov. Sledili so donepezil, rivastigmin in 
galantamin, ki pa so v klinični rabi še danes (34). 
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1.3.2 Antagonisti receptorjev NMDA 
Edino zdravilo v tej skupini je memantin. Je alosterični antagonist receptorjev NMDA. S 
svojim učinkom naj bi deloval nevroprotektivno, tako da preprečuje izgubo nevronov in 
pomaga obnavljati funkcijo poškodovanih nevronov. Njegova prednost je tudi, da ima manj 
neželenih stranskih učinkov kot zaviralci AChE (35).  
1.4 PRIHODNOST ZDRAVLJENJA 
 
 
Slika 3: Trenutne in potencialne farmakološke tarče: A) zaviralci sekretaznih encimov, B) 
modulatorji NMDA receptorjev, C) imunoterapija, D) »anti-tau« terapija, E) protivnetna 
perapija, F) zaviralci holinesteraz; prirejeno po viru (34). 
1.4.1 Zaviralci BACE 
Aβ peptidi nastanejo iz APP s cepitvijo s pomočjo dveh proteolitičnih encimov: β-sekretaze 
in γ-sekretaze (Slika 4). Cepitev z BACE1 je ključen in najpočasnejši korak pri tvorbi Aβ 
peptidov, zaradi česar je lahko perspektivna tarča za razvoj zdravil. Razvoj zaviralcev BACE 
se je izkazal kot zelo zahteven zaradi problemov z dostopnostjo do možganov, penetracijo v 
celico in biološko uporabnostjo. Kar nekaj majhnih molekul, katerih tarča je BACE1, je 
pokazalo učinkovitost pri zmanjševanju količine Aβ fibrilov kot tudi pri izboljševanju 
kognitivnih sposobnosti na živalskih modelih (38).  
1.4.2 Zaviralci γ-sekretaze 
Iskanje zaviralcev γ-sekretaze se izkazuje kot zelo zahtevno zaradi zapletenosti samega 
encimskega kompleksa in ker ta kompleks hidrolizira tudi več različnih endogenih 
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substratov. Narejeni so bili številni zaviralci in modulatorji, vendar so bili vsi neuspešni v 
kliničnih testiranjih (39). 
1.4.3 Imunoterapija  
Cilj tega pristopa je, da imunski sistem prepozna Aβ1-42 s pomočjo specifičnih protiteles proti 
Aβ in ga odstrani iz možganov. Pri aktivni Aβ imunizaciji apliciramo sintetični Aβ ali pa Aβ 
fragment, ki je konjugiran s transportnim proteinom. To storimo v kombinaciji z adjuvansom 
z namenom stimuliranja celičnega in humoralnega imunskega odziva v gostitelju. 
Posledično se tvorijo Aβ protitelesa. Pri pasivni imunizaciji Aβ-specifična protitelesa 
injiciramo neposredno v gostitelja, tako da stimulacija imunskega sistema ni potrebna (40). 
Kljub številnim monoklonskim protitelesom, ki so v 3. fazi kliničnih testiranj 
(bapineuzumab, solanezumab, crenezumab…), do danes ni nobeno pokazalo signifikantne 
učinkovitosti (41). 
1.5 LIGANDI Z MULTIPLIM DELOVANJEM 
Zaradi zapletenosti bolezenskih mehanizmov in pomanjkljivosti t.i. eno-tarčnih terapij pri 
zdravljenju določenih bolezenskih stanj vse bolj pogosto uporabljamo kombinacije zdravil 
v smislu ko-terapije, kjer ciljamo več farmakoloških tarč. Pri številnih boleznih kot so 
depresija, shizofrenija, AB in Parkinsonova bolezen smo dosegli boljše klinične rezultate z 
uporabo ko-terapij. Zdravila z multiplim delovanjem (MTDs) definiramo jih kot spojine, ki 
so racionalno načrtovane, da izkazujejo dve ali več specifičnih farmakoloških delovanj (42). 
Takšne spojine lahko razvrstimo tudi glede na to, kako sta farmakofora združena oziroma 
med sabo povezana (Slika 5). Pri konjugatih sta farmakofora, ki delujeta na različni tarči, 
povezana preko daljšega distančnika, ki je lahko podvržen metabolizmu ali pa je 
metabolično stabilen. Speti (angl, fused) multifunkcionalni ligandi so tisti, kjer je dolžina 
distančnika tako majhna, da se farmakofora stikata. Za tiste, kjer se farmakofora pokrivata 
drug z drugim, uporabljamo izraz združeni (angl, merged) ligandi (43). 
 
Slika 4: Razvrstitev zdravil z multiplim delovanjem; prirejeno po viru (43).  
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Med letoma 2000 in 2015 je bilo s strani FDA med vsemi odobrenimi novimi molekulskimi 
entitetami (angl, new molecular entities, NME) kar 49 % MTDs. Med 2015 in 2017 pa je ta 
številka znašala 21 % (44). Tekom zadnjih nekaj let se je največ MTDs razvilo prav na 
področju s starostjo povezanih nevroloških motenj. Pri AB najštevilčnejša skupina MTDs 
predstavlja holinesterazne zaviralce z dodatnim farmakološkim delovanjem na eno izmed 
naslednjih tarč oz. procesov: zaviranje agregacije Aβ , nevroprotektivno in antioksidativno 
delovanje, blokiranje kalcijevih kanalov, antagonizem kanabinoidnih CB1 receptorjev, 
zaviranje BACE-1, antagonizem NMDA receptorjev, antagonizem 5-HT3 receptorjev in 
kelacija kovinskih ionov (45). 
1.5.1 Razlike med AChE in BChE 
Trenutno je glavni terapevtski pristop za terapijo AB uporaba zaviralcev ChE. Klub temu da 
AChE predstavlja kar 80 % holinesterazne aktivnosti v možganih, vpliv BChE narašča z 
napredovanjem bolezni, saj le-ta kompenzira za zmanjšano aktivnost AChE. Pri ljudeh je 
BChE izražena v možganskih predelih, ki igrajo pomembno vlogo pri kognitivnih procesih 
in pozornosti (talamus, neokorteks, amigdala) in je pogosto omenjena kot sodelujoč faktor 
pri razvoju AB. Raziskave so pokazale, da selektivno zaviranje BChE z analogi cimserina 
zviša nivo ACh v možganih, zmanjša raven izločenega Aβ proteina in APP v človeških 
nevronskih celičnih linijah in izboljša kognitivne sposobnosti pri starejših podganah. Na 
podlagi teh ugotovitev lahko trdimo, da BChE predstavlja potencialno terapevtsko tarčo pri 
zdravljenju AB. Načrtovanje MTDs, katerih eden izmed učinkov bo tudi zaviranje BChE, 
zato predstavlja zelo aktualno smer raziskav (46).  
Dandanes se zdi, da je terapija z zaviralci AChE najbolj optimalna za zviševanje ravni ACh, 
vendar pacienti, ki prejemajo klasične zaviralce AChE, pogosto izkusijo stranske učinke kot 
so slabost in bruhanje, kar pa je neželena posledica zaviranja AChE v perifernem živčnem 
sistemu (47).  
Strukturi obeh ChE sta si med sabo zelo podobni (Slika 6). Obe sta sestavljeni iz 20 Å 
globokega aktivnega mesta, ki vsebuje na dnu katalitično triado, periferno anionsko mesto, 
holin-vezavno mesto in acil-vezavno mesto. Katalitični triadi pri obeh encimih sta 
sestavljeni iz aminokislin Ser203, His447 in Glu334 pri človeški (h)AChE in Ser198, His438 
in Glu325 pri človeški (h)BChE. V samem aktivnem mestu pa se encima razlikujeta po AK 
ostankih, ki sestavljajo acil-vezavno mesto. Pri hAChE so to Phe295 in Phe297, pri hBChE 
pa Leu286 in Val228. Dva aromatična AK ostanka v hAChE segata v aktivno mesto in 
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zavzameta več prostora kot pa AK ostanki v hBChE. Posledično lahko v BChE vstopajo 
večji substrati in so tako podvrženi hidrolizirajo. Različne strukturne značilnosti so tako 
odgovorne za substratno specifičnost. AChE ima večjo selektivnost za manjše molekule kot 
je ACh, medtem ko ima BChE večjo afiniteto za raznovrstne nevropeptide in eksogene 
substrate. Na podlagi teh strukturnih razlik lahko načrtujemo selektivne zaviralce BChE 
(47).  
 
Slika 5: Shematski prikaz aktivnega mesta v hBChE: periferno anionsko mesto (modro), 
holin-vezani žep (rdeče), acil-vezavni žep (zeleno) in katalitično mesto (oranžno); prirejeno 
po viru (46). 
1.5.2 Raziskovanje 1,3-substituiranih piperidinov kot spojin z multiplim delovanjem 
Na podlagi prejšnjih raziskav, ki so jih raziskovalci na Katedri za farmacevtsko kemijo 
Fakultete za farmacijo izvedli na seriji piperidin-3-ilmetanamina kot zaviralca hBChE s 
pikomolarno konstanto inhibicije (Ki)(Slika 7), so načrtovali in sintetizirali nove oz. 
izboljšane zaviralce hBChE z dodatnimi lastnostmi kot so antioksidativno delovanje, 
kelacija kovinskih ionov in nevroprotektivno delovanje. Najbolj perspektiven zaviralec 
(spojina A, Slika 7) je, ima pikomolarno Ki na hBChE in vivo prehaja krvno-možgansko 
pregrado in kaže pro-kognitivne učinke na mišjih modelih, s skopolaminskim kognitivnim 
deficitom.  
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Slika 6: Prikaz zaviralca s Ki vrednostjo v pikomolarnem območju (spojina A) in zaviralca 
z nitroksolinskim fragmentom (spojina B); prirejeno po viru (18). 
 
Kot izhodišče so uporabili kristalno strukturo hBChE s pikomolarnim zaviralcem in 
nitroksolinskim derivatom. Na podlagi tega so odkrili 3 možna mesta za uvedbo sprememb, 
ki so jih pripeljala do učinkovitejših spojin. Prvo mesto je kationski del aktivnega mesta, 
kjer se nahajata Trp82 in Glu197 in veže 2-(dimetilamino)etilno stransko verigo zaviralca. 
Kation-π interakcija med stransko verigo in Trp82 je odgovorna za izjemno vezavno 
afiniteto spojine, zato so ta del pustili nespremenjen. Najbolj so raziskali možnost zamenjave 
naftalenskega fragmenta, ki se veže v acil-vezavno mesto. Na podlagi kristalne strukture 
spojine so ugotovili, da lahko to mesto, kljub temu da je lipofilno, veže fragmente z 
dodatnimi funkcionalnimi lastnostmi kot je npr. nitroksolinski fragment. Preiskovali so tudi 
možnost menjave 2,3-dihidro-1H-indenskega fragmenta, ki je vezan na piperidinski dušik in 
ne doprinese k nobeni specifični vezavi z AK ostanki v aktivnem mestu. Bazično naravo 
piperidinskega dušika so ohranili zaradi kation-π vezave s Tyr332. Za doseg dodatnih 
terapevtskih lastnosti so se odločili uporabiti 8-hidroksikinolinski fragment, saj je široko 
uporabljen za sintezo MTDs. Dokazano je, da lahko kelira kovinske ione, deluje 
antioksidativno in da ima nevroprotektivne lastnosti (18).  
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2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je načrtovanje in sinteza novih spojin z multiplim delovanjem za 
zdravljenje AB. Na podlagi nedavno odkritih zaviralcev encima BChE v sodelovanju z 
raziskovalci s Kemijskega inštituta v Ljubljani bomo optimizirali strukturo spojin tako, da 
bomo na mesto 3 piperidina uvedli različne substituente in nato spojine ovrednotili z 
biokemijskimi testi (Slika 8). Para-fluorofenilni fragment bomo zamenjali s p-klorofenilom, 
8-hidroksikinolinom in 5,7-dikloro-8-hidroksikinolinom, kar naj bi spojinam prineslo 
dodatne terapevtske učinke. Sintetizirane spojine bomo najprej okarakterizirali s 
spektroskopskimi ter drugimi analitskimi metodami in tako potrdili njihovo strukturo ter 
čistost. Nadalje bomo ovrednotili njihovo biološko aktivnost s tremi in vitro biokemijskimi 
testi. Antioksidativno delovanje bomo preverili z DPPH testom, kjer bomo z meritvijo 
redukcije DPPH radikala pridobili podatke o njihovi jakosti antioksidativnega delovanja. Z 
Ellmanovo metodo bomo pridobili podatke o jakosti zaviralnega delovanja na encimih 
hBChE in hAChE Zaviranje agregacije amiloida β bomo ovrednotili s Tioflavin T 
fluorimetričnim testom. 
 
 
Slika 7: Kemijska struktura selektivnega zaviralca hBChE C in prikaz načrtovanih 
sprememb. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali in metode uporabljene pri kemijski sintezi spojin 
Topila in reagente, ki smo jih uporabljali za sintezo, so bili pridobljeni s strani različnih 
proizvajalcev (Acros, Sigma, Fluka, Apollo Scientific, Merck). Predhodno smo pripravili 
brezvodni THF z destilacijo nad natrijem in benzofenonom kot indikatorjem. 
Uporabljene metode: 
 Spektroskopske metode:  
Jedrska magnetna resonanca: uporabljali smo Bruker Avance III 400 MHz spektrometer. 
Vzorce za meritve smo pripravili s pomočjo devteriranih topil (CDCl3, DMSO-d6). Kemijske 
premike (δ) smo podali v »parts per million« (ppm) glede na topilo. Spektre smo obdelali s 
programoma MestRe-C (MASTERLAB RESEARCH SL.). 
Infrardeča spektroskopija: Spektre IR smo posneli na spektrometru Perkin-Elmer, FT-IR 
System, Spectrum BX.  
Masna spektroskopija: Uporabljali smo masni spektrometer Q Executive Plus LC-MS/MS 
(Thermo Scientific).. 
 Slikovni prikaz spojin: uporabljali smo ChemBioDraw Ultra 11.0 proizvajalca 
Cambridge Soft. 
 Določitev temperature tališča: uporabljali smo Kofflerjev mikroskop z ogrevalno 
mizico Leica. 
 Kromatografske metode:  
Tankoplastna kromatografija: uporabljali smo ploščice Silica gel 60 F254 proizvajalca 
Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 
20 cm z dodanim fluorescenčnim indikatorjem ter mobilne faze navedene pri 
posameznih spojinah. Detekcija spojin je bila opravljena s pomočjo UV svetlobe (λ = 
254 nm in λ = 366 nm) in z različnimi splošno uporabljenimi orositvenimi reagenti. 
Kolonska kromatografija: uporabljali smo silikagel 60 z velikostjo delcev 0,04–0,063 
mm (Merck), mobilne faze pa so bile različne in so navedene pri opisih postopkov sinteze 
in čiščenja. 
HPLC: uporabljali smo sistem Thermo Fisher UltimMate 3000 UPLC sistem z DAD 
detektorjem. Uporabili smo kolono Acquity UPLC HSS C18 (2,1 × 50 mm) 
termostatirano na 40 °C, s hitrostjo pretoka mobilne faze 0,4 mL/min in volumnom 
injiciranja 5 µL. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v 
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bidestilirani vodi (pridobljena z Millipore Advantage A10 sistemom) in acetonitrila. 
Gradient je bil: 0–7 min, 10 % do 90 % acetonitrila, 7–10 min, 90 % acetonitrila. 
Reverzno fazna kromatografija: uporabljali smo Biotage Isolera One System, s kolono 
Biotage SNAP Cartiridge KP-C18-HS 12 g. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % 
raztopine triflourocetne kisline v destilirani vodi in acetonitrila, spojino pa smo 
detektirali pri valovnih dolžinah 220 in 254 nm.  
3.2 Vrednotenje antioksidativnih lastnosti z DPPH testom 
Z DPPH testom merimo antioksidativno jakost posameznih spojin. Gre namreč za pogosto 
uporabljeno metodo, kjer z merjenjem redukcije DPPH radikala ovrednotimo, ali je 
preiskovana spojina antioksidant in kako močan je. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je 
stabilen, temnovijoličen radikal, ki ima maksimum absorpcije pri valovni dolžini 515–520 
nm. Reducirana oblika je bolj stabilna, bledo rumene barve, ki v danem razponu valovnih 
dolžin ne absorbira, kar izkoriščamo pri DPPH testu. Sam radikal deluje tako, da od 
preiskovane spojine sprejme elektron oziroma vodikov atom. Pri tem spremeni barvo, kar 
lahko ovrednotimo spektrofotometrično in iz tega izračunamo kako močan antioksidant je 
preiskovana spojina. Rezultat podamo kot vrednost EC50 oziroma kot koncentracijo spojine, 
pri kateri se polovica radikala zreducira. Nižji kot je EC50, bolj močan antioksidant je 
preiskovana spojina. 
 
Slika 8: Redukcija DPPH radikala. 
Test smo izvedli tako, da smo sprva pripravili serijo redčitev koncentracij preiskovanih 
spojin in eno koncentracijo DPPH. Kot topilo smo izbrali metanol. Kot pozitivna kontrola 
so služile reakcije DPPH s standardi, za katere vemo, da so močni antioksidanti (troloks, 
reservatrol, kvercetin). Za negativno kontrolo pa smo uporabili DPPH in metanol, brez 
dodatka spojine. Raztopine preiskovanih spojin smo v 4 paralelah nanesli na mikrotitrsko 
ploščo in jim zatem dodali DPPH. Pri sami izvedbi testa smo ploščico pokrili, da smo 
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preprečili izhlapevanje metanola. Sledila je inkubacija in po njej smo na mikrotitrskem 
čitalcu izmerili absorbanco pri valovni dolžini 517 nm. Iz pridobljenih podatkov smo naredili 
graf odvisnosti % DPPH radikala, kjer je x os predstavljala koncentracijo spojine, y os pa 
razmerje med absorbanco DPPH v prisotnosti preiskovanih spojin in absorbanco DPPH brez 
prisotnostih spojin. Nato smo z metodo linearne regresije določili vrednost EC50, ki je enaka 
x v enačbi:  
y = k × x + n, kadar je y = 50 %. 
 
Slika 9: Standardi, ki so bili uporabljeni kot pozitivna kontrola: kvercetin, resveratrol in 
troloks 
3.2.1 Materiali in aparature: 
Pri izvedbi testa smo uporabili naslednje testne spojine in reagente:  
 topilo metanol (MeOH) (Metanol RPE - for analysis, ACS Reag. Ph.Eur., Reag USP 2.5 
L, Carlo Erba, 414816); 
 standarde: kvercetin (Quercetin hydrate, >95,0 % (HPLC), TCI Europe, P0042), 
resveratrol (≥99 % (HPLC), Sigma Aldrich, R5010) in troloks (≥98,0 % (GC)(T), TCI 
Europe, H0726) kot antioksidante; 
 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (44150 oz. Sigma Aldrich, D9132); 
 spojine 44 in 45 kot antioksidante. 
3.2.2 Priprava raztopin vzorcev in reagentov: 
Raztopine testnih spojin smo pripravili v metanolu. Osnovno 10 mM raztopino smo za 
potrebe presejalnega testa redčili na padajoče koncentracije: 1400 µM, 700 µM, 350 µM, 
175 µM, 87,5 µM, 43,75 µM in 21,875 µM. 
Osnovno raztopino DPPH smo pripravili v metanolu. Koncentracija osnovne raztopine je 
bila 700 µM, ki smo jo redčili na koncentracijo 140 µM. Le-ta raztopina je imela vrednost 
absorbance (λ = 517 nm) med 0,9 in 0,5, kar pomeni, da je ustrezna za test. 
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Osnovne raztopine troloksa, reservatrola in kvercetina smo pripravili v metanolu. Za potrebe 
presejalnega testa smo iz osnovne 10 mM raztopine z redčenjem pripravili naslednje 
raztopine standardov:  
Troloks: 40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1,25 µM in 0,625 µM 
Resveratrol: 560 µM, 280 µM, 140 µM, 70 µM, 35 µM, 17,5 µM in 8,75 µM 
Kvercetin: 16 µM, 8 µM, 4 µM, 2 µM, 1 µM, 0,5 µM in 0,25 µM 
3.2.3 Izvedbe testa: 
Test smo izvedli na mikrotitrski ploščici s 96 vdolbinicami. Delali smo v 4 paralelah, da smo 
povečali zanesljivost testa. V štiri paralele smo nanesli pripravljene raztopine preiskovanih 
spojin in standardov. V prvo izmed paralel smo dodali MeOH (ta je služila kot ozadje), v 
ostale tri pa raztopino DPPH. Ploščico smo pokrili zaradi hlapljive narave MeOH in tudi 
zato, da bi bil razpad DPPH zaradi svetlobe čim manjši. Zatem smo testno ploščico inkubirali 
90 min pri sobni temperaturi. Po tem času smo izmerili absorbanco nereducirane oblike 
DPPH pri 517 nm. Končni volumen raztopine je bil 300 µL.  
3.2.4 Analiza rezultatov 
Rezultate meritev smo nadaljnje analizirali s programom Excel. Iz paralel za posamezno 
preiskovano spojino pri določeni koncentraciji smo izračunali povprečno absorbanco. Temu 
smo odšteli absorbanco paralele z MeOH (ozadje). Po istem principu smo izračunali še 
absorbance standardov. Zatem smo s pomočjo dobljenih vrednosti izračunali delež DPPH 
radikala iz razmerja absorbance DPPH pri določeni koncentraciji posamezne spojine 
(Aspojina) in absorbance DPPH ob odsotnosti spojine (A0):  
% DPPH radikala = Aspojina/A0 × 100 
S pomočjo linearne regresije smo dobili premico, ki je predstavljala korelacijo med 
odstotkom DPPH prostega radikala in koncentracijo posamezne spojine. S pomočjo dane 
premice smo izračunali vrednost EC50, standardno napako pa smo dobili s funkcijo STYX. 
3.3 Vrednotenje zaviralnega delovanja spojin z Ellmanovo metodo 
Zaviralno delovanje sintetiziranih derivatov na encimu hBChE in selektivnost v primerjavi 
s hAChE smo določili z Ellmanovo metodo. Gre za pogosto uporabljeno encimsko metodo, 
s pomočjo katere lahko izračunamo vrednost IC50, ki predstavlja koncentracijo spojine, pri 
kateri pride do 50-odstotnega zmanjšanja delovanja encima. 
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Pri našem testu smo uporabili rekombinantno humano (h)AChE in humano (h)BChE. 
Princip Ellmanove metode temelji na encimski razgradnji substrata in nastanku aniona, 
katerega količino izmerimo spektrofotometrično. Kot substrat smo namesto butirilholina in 
acetilholina uporabili tioestra butiriltioholin in acetiltioholin, saj sta boljša substrata kot 
njuna esterska analoga. Encim cepi tioester pri čemer nastane tioholin, ki reagira z 
Ellmanovim reagentom (5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina), DTNB). Poleg mešanega 
disulfida nastane rumeno obarvan produkt (5-tio-2-nitrobenzoatni anion) z absorbcijskim 
maksimumom pri λ = 412 nm. Ob prisotnosti zaviralca je količina nastalega tioholina manjša 
in posledično nastane tudi manj nitrobenzoatnega aniona.  
 
Slika 10: Shema reakcije butiriltioholina s hBChE in nastanek obarvanega aniona 
Iz dobljenih vrednosti absorbanc za posamezno spojino smo s pomočjo linearne regresije 
izračunali začetno hitrost encimske reakcije. Nato smo s temi vrednostmi določili rezidualno 
aktivnost (RA) encima. RA je razmerje med povprečno začetno hitrostjo pri določeni 
koncentraciji spojine vi in povprečno začetno hitrostjo brez spojine v0. Iz določenih RA pri 
različnih koncentracijah spojin smo izračunali tudi vrednost IC50. 
3.3.1 Materiali in aparature 
- S-Butiriltioholin jodid (BTCI) (puriss., ≥99,0 % (AT), Sigma Aldrich) 
- Acetiltioholin jodid (ATCI) (≥99,0 % (AT), Sigma Aldrich)  
- Ellmanov reagent (DTNB), 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina) (ReagentPlus®, 99 
%, Sigma Aldrich) 
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- rekombinantna humana butirilholin esteraza (hBChE, 5,5 mg/mL v 20 mM MES pufru 
s pH = 6,5) oz. humana acetilholin esteraza (hAChE) (4,6 mg/mL v 10 mM MES pufru 
s pH = 6,5) 
- 0,1 M fosfatni pufer (pH = 8,0) (Na2HPO4 × 2H2O, Merck Millipore) 
- topilo DMSO (ACS reagent, Honeywell) 
- spojine (42, 43a, 43b, 44, 45, 49) kot zaviralci 
Vse reagente in vzorce smo tehtali na analitski in precizni tehtnici. Pri raztapljanju smo si 
pomagali z ultrazvočno kadičko in stresalnikom Vortex. Raztopine smo nanesli na 
mikrotitrske ploščice s 96-timi vdolbinicami in izvedli meritve z mikrotitrskim čitalcem 
Biotek Synergy H4. 
3.3.2 Priprava raztopin vzorcev in reagentov 
- hBChE in hAChE smo redčili v 0,1 M fosfatni pufer (pH = 8,0) tako, da smo dosegli 
aktivnost encima 500 mAU/min 
- iz 10 mM raztopin osnovnih v DMSO, smo z redčenjem z DMSO pripravili 
koncentracije: 3 mM, 1mM, 300μM, 100μM, 30μM, 10μM, 3μM, 1μM, 300 nM, 100 
nM. Delež DMSO v testu je bil vedno 1 % (V/V) 
- osnovno raztopino DTNB s koncentracijo 6,34 × 10–4 M smo pripravili v 0,1 M 
fosfatnem pufru (pH = 8,0) 
- 1,5 mM raztopino BTCI in 1,5 mM raztopino ATCI smo pripravili v 0,1 M fosfatnem 
pufru (pH = 8,0) 
3.3.3 Izvedba testa 
Test smo izvajali na mikrotitrski ploščici v treh ponovitvah. Nanjo smo nanesli reagente 
oziroma spojine po naslednjem vrstnem redu: 1) osnovna raztopina DTNB, 2) raztopina 
testne spojine, 3) raztopina encima, 4) BTCI oziroma ATCI (substrat). Po dodatku raztopine 
encima je sledilo 5 minut inkubacije, da se je vzpostavilo ravnotežje med encimom in 
zaviralcem. BTCI oz. ATCI sta delovala kot sprožitelja encimske reakcije, tako da smo takoj 
po njunem nanosu začeli spremljati nastajanje 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona pri λ = 412 
nm. Nastajanje produkta smo spremljali 1 min. Volumen zmesi v vsaki vdolbinici je bil 300 
μL in je vseboval DTNB s koncentracijo 370 μM, padajoče koncentracije spojin ter BTCI 
oz. ATCI v koncentraciji 500 μM. 
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3.3.4 Analiza rezultatov 
Iz dobljenih rezultatov absorbanc smo izračunali povprečno hitrost za vsako koncentracijo 
posamezne spojine vi. Preko vzorca, ki ni vseboval katere izmed preiskovanih spojin ampak 
samo DMSO, smo izračunali vrednost začetne hitrosti v0 - to je začetna hitrost ob odsotnosti 
zaviralca. Kako dobri zaviralci so naše spojine smo izrazili kot rezidualno aktivnost encima 
RA (RA = vi /v0) in narisali graf odvisnosti RA od koncentracije preiskovane spojine. Iz tega 
smo s pomočjo programske opreme GraphPad Prism v7.0 izračunali vrednost IC50 po enačbi:  
 Y = Min + (Max – Min)/(1 + 10 ^ ((Log IC50 – X) × Hill koeficient)),  
pri čemer X predstavlja logaritem koncentracije zaviralca in Y = RA vrednosti.  
3.4  Vrednotenje zaviranja agregacije Aβ s ThT testom 
Agregacija β amiloidnih plakov je dejavnik, ki ga povezujemo z nastankom in razvojem AB, 
zato je zaviranje agregacije tega peptida eden od možnih pristopov za zdravljenje AB. 
Zmožnost zaviranja agregacije Aβ preiskovanih spojin smo ovrednotili s Tioflavin T 
fluorimetričnim testom. Ko se barvilo Tioflavin T (ThT) veže na agregirani Aβ, se njegova 
fluorescenca močno poveča (λekscitacija = 440 nm, λemisija = 490 nm). ThT se vsidra med 
β-ploskve Aβ, kjer tvori nekovalentne elektrostatske interakcije z aminokislinskimi ostanki 
peptidov. Vezava je hitra, pri tem pa se ThT spremeni še ekscitacijski in emisijski 
maksimum. Pri dodatku preiskovane spojine, če je ta sposobna zavirati agregacijo, se delež 
agregiranega peptida zmanjša, kar vidimo kot padec fluorescence.  
 
Slika 11 : Tioflavin T 
Za vrednotenje zaviranja agregacije preiskovanih spojin smo uporabili Aβ1–42. Gre za peptid, 
ki ima večjo težnjo po agregaciji kot ostale oblike in posledično večjo toksičnost.  
3.4.1 Materiali in aparature 
Za izvedbo smo potrebovali sledeče reagente in aparature: 
- pufer (150 mM HEPES, pH = 7,4; 150 mM NaCl) (HEPES, ≥99,5 % (titration), 
Sigma Aldrich,; NaCl, BioXtra, ≥99.5 % (AT), Sigma Aldrich) 
- Topilo DMSO (Honeywell) 
- Tioflavin T (ThT) (tioflavin T, Sigma Aldrich) 
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- rekombinantni humani HFIP Aβ1–42 (AG968, Millipore, serijska številka: 3141414) 
- testne spojine (42, 43a, 43b, 44, 45, 49) 
- standardi reservatrol, donepezil 
- mikrotitrski čitalec (SynergyTM H4, BioTek Instruments) 
- mikrotitrske plošče Nunc 
3.4.2 Priprava raztopin vzorcev in reagentov: 
- 1 mM osnovne raztopine testnih spojin smo pripravili v DMSO. Te raztopine smo nato 
redčili na koncentracijo 100 μM (HEPES pufer) 
- Aβ1–42 peptid smo raztopili v DMSO, da smo dobili 100 μM raztopino, ki smo jo potem 
razredčili (HEPES pufer) do 10 μM raztopine 
- 14,3 μM raztopino ThT smo pripravili z raztapljanjem ThT v HEPES pufru 
- 150 mM HEPES pufer s 150 mM NaCl (pH = 7,4) smo pripravili z raztapljanjem 
HEPES proste kisline in NaCl v prečiščeni vodi in z uravnavanjem pH s 5 M NaOH 
3.4.3 Izvedba testa 
Test smo izvajali na mikrotitrski plošči v štirih paralelah. V vsako vdolbinico smo nanesli 
izhodno raztopino Aβ1–42 in raztopino posamezne testne spojine ter dodali pufrno raztopino 
ThT. Koncentracije posameznih komponent so bile: preiskovana spojina, 10 μM; Aβ1–42, 1,5 
μM; Tioflavin-T, 10 μM. Končni volumen testne mešanice v posamezni vdolbinici je bil 100 
μL, delež DMSO pa 3 % (V/V). 
Mikrotitrsko ploščico smo prekrili s folijo, da smo omejili izhlapevanje. Nato smo jo položili 
na mikrotitrski čitalec pri sobni temperaturi in zagotovili stalno stresanje. Intenziteto 
fluorescence ThT (λeks = 440 nm, λem = 490 nm) smo merili v 3 min intervalih. Da smo 
izključili vpliv absorbanc samih spojin, smo pomerili absorbance vsem preiskovanim 
spojinam (10 μM) v rangu 400–500 nm. Meritve so pokazale, da nobena od spojin ni 
absorbirala v danem rangu. 
3.4.4 Analiza rezultatov 
Rezultate meritev (intenzitete fluorescence v posamezni vdolbinici in pripadajoče čase smo 
prenesli v Excel. Agregacija se je začela približno 2–4 ure po začetku meritve, v roku 24 h 
pa je dosegla plato. Iz dobljenih vrednosti fluorescence platoja paralel smo izračunali 
povprečje in odšteli povprečno fluorescenco ob t = 0. Nato smo z enačbo (1 – Fi/F0) × 100 
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izračunali v kakšnem deležu je preiskovana spojina zavirala spontano agregacijo Aβ1–42. Fi 
predstavlja povečanje fluorescence Aβ1–42 ob prisotni testni spojini in F0 fluorescenco Aβ1–
42 ob prisotnem DMSO. Tako dobljene vrednosti smo statistično ovrednotili z enosmerno 
ANOVO, ki ji je sledil post-hoc Bonferroni t-test. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO  
4.1.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (1) 
 
Slika 12: Shema sinteze spojine 1 
 
Nipekotinsko kislino (10,0 g, 77,42 mmol, 1,0 eq) smo raztopili v 1 M NaOH (77,42 mL). 
Nato smo med mešanjem dodali 1,4-dioksan (70 mL) in vodo (70 mL). Zmes smo ohladili 
na ledeni kopeli do T = 0 °C. Zatem smo dodali Boc2O (16,89 g, 77,42 mmol, 1 eq), 
raztopljen v 1,4-dioksanu in pustili mešati čez noč. Pod znižanim tlakom smo uparili 
polovico topila (v nadaljevanju uparevanje topila), preostanek pa smo nakisali z 1 M HCl do 
pH ~ 3. Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc (3 × 100 mL). Združene organske faze smo 
sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 nato pa posušili z Na2SO4. Zatem smo organsko fazo 
filtrirali in ji uparili topilo. Produkt smo posušili z vakuumsko črpalko. 
 
1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina M = 229,27 g/mol 
Izgled: bela praškasta oborina Ttal: 144–146 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,60 
Izkoristek reakcije: 87,8 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.39–1.52 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.58–1.75 (m, 2H), 
2.03–2.08 (m, 1H), 2.434–2.51 (m, 1H), 2.81–3.04 (m, 2H), 
3.85–3.91 (m, 1H), 4.09 (bs, 1H) 10.80 (bs, 1H)  
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4.1.2 Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (2) 
 
Slika 13: Shema sinteze spojine 2 
 
1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilno kislino (14,0 g, 61,06 mmol, 1 eq) smo 
raztopili v DKM (150 mL) in ji dodali EDC (11,38 g, 73,27 mmol, 1,2 eq), Et3N (34,04 mL, 
244,24 mmol, 4 eq) in N,O-dimetilhidroksilamin (7,15 g, 73,27 mmol, 1,2 eq). Zmes smo 
mešali čez noč. Zatem smo dodali DKM (500 mL) in spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 
(2 × 150 mL), vodo (3 × 150 mL), 1 M HCl (1 × 150 mL) in na koncu še z nasičeno raztopino 
NaCl (150 mL). Organsko fazo smo posušili z Na2SO4, prefiltrirali in ji uparili topilo. Surovi 
produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). 
Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilat M = 272,35 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 89–91 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,3 
Izkoristek reakcije: 47,8 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.40–1.50 (m, 10H), 1.59–1.73 (m, 2H), 1.92 (d, J = 
13.2 Hz, 1H), 2.65–2.90 (m, 3H), 3.18 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 
4.12 (s, 2H)  
 
4.1.3 Poskus sinteze 5,7-dikloro-2-(jodometil)kinolin-8-ola (3) 
 
Slika 14: Shema poskusa sinteze spojine 3 
 
Zmesi N-jodosukcinimida (1,88 g, 8,33 mmol, 1 eq), 5,7-dikloro-2-metil-8-hidroksikinolina 
(1,43 g, 6,25 mmol, 1,33 eq) v toluenu (50 mL) smo dodali benzoilperoksid (0,05 g) in zmes 
refluktirali pri 110 °C 72 ur. Zatem smo reakcijsko zmes filtrirali in ji uparili polovico topila 
ter jo dali v hladilnik za 24 ur. Izpadlo oborino smo odfiltrirali s presesavanjem in sprali z 
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MeCN. Produkt smo zatem prekristalizirali (toluen/hex = 3/1) in ga do konca posušili v 
sušilniku. Na podlagi protonskega NMR spektra smo ugotovili, da reakcija ni potekla.  
4.1.4 Sinteza 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona (4) 
 
Slika 15: Shema sinteze spojine 4  
 
Zmesi brezvodnega DMF (50 mL) in NaH (3,91 g, 97,81 mmol, 1,5 eq) smo na ledeni kopeli 
zagotovili inertno atmosfero z argonom. Med mešanjem smo nato počasi dodajali 2-
pirolidon (4,96 mL, 65,21 mmol, 1 eq) in pustili toliko časa, da se je H2(g) nehal sproščati. 
Zatem smo dodali dibromoetan (11,24 mL, 130,4 mmol, 2 eq) in mešali 2 uri. Zmes smo čez 
noč dali na oljno kopel (70 °C). Naslednji dan smo uparili ¾ topila in preostanku dodali 
DKM (70 mL) in vodo (70 mL). Vodno fazo smo nato ekstrahirali z DKM (2 × 70 mL). 
Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl in posušili z Na2SO4. Nato 
smo uparili topilo in surovi produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc). 
1-(2-Bromoetil)pirolidin-2-on M = 192,07 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (EtOAc) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 2,3 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2.03–2.10 (m, 2H), 2.42 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 3.46–
3.55 (m, 4H), 3.70 (t, J = 6.4 Hz, 2H) 
 
4.1.5 Poskus sinteze 1-(2-hidroksietil)pirolidin-2-ona (5) 
 
Slika 16: Shema sinteze spojine 5 
Zmesi brezvodnega DMF (50 mL) in NaH (3,91 g, 97,81 mmol, 1,5 eq) smo na ledeni kopeli 
zagotovili inertno atmosfero. Med mešanjem smo nato počasi dodajali 2-pirolidon (5,55 g, 
65,21 mmol, 1 eq) in pustili toliko časa, da se je H2(g) nehal sproščati. Zatem smo dodali 2-
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bromoetanol (16,29 g, 130,4 mmol, 2 eq) in mešali 2 uri. Zmes smo čez noč mešali pri sobni 
temperaturi. Naslednji dan smo uparili ¾ topila in ekstrahirali z DKM/voda (3 × 70 mL). 
Zatem smo vodno fazo nasitili z NaCl in ekstrahirali z EtOAc. Združene organske faze smo 
sprali z nasičeno raztopino NaCl in posušili z Na2SO4. Nato smo uparili topilo. Reakcija ni 
uspela. 
4.1.6 Poskus sinteze 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona (6) 
 
Slika 17: Shema sinteze spojine 6 
 
Raztopini 2-pirolidona (4,96 mL, 65,21 mmol, 1 eq) v THF (30 mL) smo zagotovili inertno 
atmosfero in jo ohladili na ledeni kopeli na 0 °C. Zatem smo počasi dodajali litijev 
diizopropilamid (7,68 g, 71,7 mmol, 1,1 eq) in segrevali na oljni kopeli (60 °C) 2 uri. Nato 
smo reakcijsko zmes ohladili na sobno temperaturo in na ledeni kopeli počasi dodajali 
dibromoetan (11,24 mL, 130,42 mmol, 2 eq). Čez noč smo refluktirali pri T = 70 °C. 
Naslednji dan smo dodali nasičeno raztopino NaHCO3 (5 mL), da smo ustavili reakcijo in 
nato smo uparili topilo. Zatem smo naredili ekstrakcijo z zmesjo DKM/voda (3 × 100 mL). 
Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, posušili z Na2SO4 in uparili 
topilo. Izkoristek reakcije je bil premajhen, zato smo izoliran surov produkt zavrgli. 
4.1.7 Sinteza 5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-karbaldehida (7) 
 
Slika 18: Shema sinteze spojine 7 
 
Zmesi 5,7-dikloro-2-metilkinolin-8-ola (5,30 g, 25 mmol, 1 eq), H2O (3 mL), 1,4-dioksana 
(300 mL) in SeO2 (3,25 g, 31 mmol, 1,24 eq) smo zagotovili inertno atmosfero (Ar(g)) in 24 
ur mešali na oljni kopeli pri temperaturi 80 °C. Zatem smo zmes ohladili na sobno 
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temperaturo, filtrirali in filtrat uparili. Surov produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez 
predhodnega čiščenja.  
4.1.8 Sinteza terc-butil 3-(8-hidroksikinolin-2-ilkarbamoil)piperidin-1-karboksilata (8) 
 
Slika 19: Shema sinteze spojine 8 
 
Zmesi 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (0,5 g, 2,18 mmol, 1 eq), 
TBTU (0,84 g, 2,62 mmol, 1,2 eq), Et3N (0,44 g, 4,36 mmol, 2 eq) in DMF (10 mL) smo pri 
sobni temperaturi med mešanjem dodali 2-aminokinolin-8-ol (0,35 g, 2,18 mmol, 1 eq) in 
mešali 2 uri. Čez noč smo dali reakcijsko zmes na oljno kopel pri T = 70 °C. Potem smo 
uparili topilo, dodali nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL) in ekstrahirali z EtOAc (1 × 100 
mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 100 mL), vodo (3 × 50 mL), nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 100 mL), sušili z Na2SO4, uparili topilo in posušili do suhega na vakuumski črpalki. 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). Ker prvo 
čiščenje s kolonsko kromatografijo ni bila uspešna, smo produkt dodatno očistili s kolono 
(MF = DKM/Aceton = 15/1).  
Terc-butil 3-(8-hidroksikinolin-2-ilkarbamoil)piperidin-1-
karboksilat 
M = 371,44 g/mol 
Izgled: oranžni kristali Ttal: 60–62 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 15/1) = 0,8  
Izkoristek reakcije: 12,5 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.49 (s, 9H), 1.50–1.58 (m, 1H), 1.72–1.79 (m, 1H), 
1.91–2.08 (m, 2H), 2.60 (s, 1H), 2.96 (s, 1H), 3.19 (dd, J = 13.4, 
10.0 Hz, 1H), 3.94 (s, 1H), 4.25 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 7.13 (dd, 
J = 7.4, 1.3 Hz, 1H), 7.26–7.36 (m, 2H), 7.76 (s, 1H), 8.13 (d, J 
= 9.0 Hz, 1H), 8.40 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 9.02 (s, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C20H24N3O4 (M–(H
+))– (m/z): 370,2,  
izmerjena vrednost: 370,0 
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4.1.9 Sinteza 2-azidoetanola (9) 
 
Slika 20: Shema sinteze spojine 9 
 
Raztopini 2-bromoetanola (9,98 mL, 140,82 mmol, 1 eq) v vodi (500 mL) smo pri sobni 
temperaturi dodali NaN3 (36,62g, 563,29 mmol, 4 eq) in 24 ur segrevali na oljni kopeli pri 
T = 70 °C. Zatem smo vodno fazo ekstrahirali z DKM (3 × 50 mL). V vodni fazi je bil 
produkt še vedno prisoten, zato smo vodno fazo ponovno ekstrahirali, vendar tokrat z EtOAc 
(2 × 50 mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl in posušili z 
Na2SO4 in nato smo uparili topilo. Surov produkt smo uporabili v naslednji reakciji. 
4.1.10 Sinteza trifenil(2-(4-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)fosfonijevega klorida 
(10) 
 
Slika 21: Shema sinteze spojine 10 
 
Raztopini 2-(1-(2-kloroetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)piridina (1,83 g, 8,75 mmol, 1 eq) v MeCN 
(100 mL) smo dodali PPh3 (2,29 g, 8,75 mmol, 1 eq) pri sobni temperaturi in refluktirali pri 
T = 90 °C preko noči. Zatem smo uparili MeCN, prekristalizirali iz DKM/Et2O in odfiltrirali 
s presesavanjem. Produkt smo do konca posušili v sušilniku. 
 
4.1.11 Sinteza 2-((trimetilsilil)etinil)fenola (11) 
 
Slika 22: Shema sinteze spojine 11 
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Raztopino 2-jodofenola (10 g, 45,45 mmol, 1 eq ) v 1,4-dioksanu (50 mL) in Et3N (50 mL) 
smo dali na mešalnik in ji zatem dodali etiniltrimetilsilan (8,18 mL, 59,09 mmol, 1,3 eq), 
bakrov(I) jodid (0,17 g, 0,91 mmol, 0,02 eq), bis(trifenilfosfin)paladijev klorid (0,32 g, 0,45 
mmol, 0,01 eq) in zmes mešali 3,5 ur pri T = 60 °C v inertni atmosferi (Ar(g)). Zatem smo 
uparili topilo, dodali 1 M HCl (150 mL) in ekstrahirali z Et2O (1 × 150 mL). Organsko fazo 
smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (1 × 100 mL), z nasičeno raztopino NaCl (1 × 100 
mL), posušili z Na2SO4 in uparili topilo. Surov produkt smo očistili z kolonsko 
kromatografijo (MF = Hex/EtOAc = 24/1, nato 9/1).  
2-((Trimetilsilil)etinil)fenol M = 190,32 g/mol 
Izgled: svetlo rjava oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,5 
Izkoristek reakcije: 55 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.28 (s, 9H), 5.86 (s, 1H), 6.85 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 
1H), 6.94 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 1H), 7.24 (ddd, J = 8.2, 7.3, 1.6 
Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H) 
 
4.1.12 Poskus sinteze (E)-terc-butil 3-(3-(4-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)prop-1-
enil)piperidin-1-karboksilata (12) 
Slika 23: Shema sinteze spojine 12 
 
Raztopini trifenil(2-(1-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)etil)fosfonijevega klorida (4,0 g, 
8,49 mmol, 1,1 eq) v brezvodnem THF (80 mL) smo zagotovili inertno atmosfero (Ar(g)). 
Nato smo jo na ledeni kopeli ohladili na 0 °C in počasi dodali NaBTMSA (1,70 g, 9,27 
mmol, 1,2 eq). Po 20 minutnem mešanju smo dodali terc-butil 3-formilpiperidin-1-
karboksilat (1,65 g, 7,72 mmol, 1 eq) in čez noč mešali pri sobni temperaturi. Naslednji dan 
smo raztopini dodali vodo (10 mL) in uparili topilo. Zatem smo dodali nasičeno raztopino 
NaHCO3 (50 mL) in ekstrahirali z EtOAc (3 × 50 mL). Združene organske faze smo sprali 
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z nasičeno raztopino NaCl, posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Glede na TLC analizo 
lahko sklepamo, da reakcija na potekla.  
4.1.13 Sinteza 2-etinilfenola (13) 
 
Slika 24: Shema sinteze spojine 13 
 
Raztopini 2-((trimetilsilil)etinil)fenola (5,62 g, 29,51 mmol, 1 eq) v MeOH (200 mL) smo 
pri sobni temperaturi dodali KF (6,17 g, 106,27 mmol, 3,6 eq) in mešali 3 ure. Po tem času 
smo dodali vodo (30 mL), ekstrahirali z DKM (3 × 70 mL) in uparili topilo.  
2-Etinilfenol M = 118,14 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 9/1) = 0,3 
Izkoristek reakcije: 77,7 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 3.47 (s, 1H), 5.79 (s, 1H), 6.88 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 
1H), 6.96 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 1H), 7.25–7.30 (m, 1H), 7.38 (dd, 
J = 7.7, 1.6 Hz, 1H) 
4.1.14 Sinteza 2-(hidroksimetil)kinolin-8-ola (14) 
 
Slika 25: Shema sinteze spojine 14 
 
Raztopini 2-formil-8-kinolinola (1,00 g, 5,67 mmol, 1 eq) v MeOH (30 mL) smo dodali 
raztopino NaBH4 (0,43 g, 11,34 mmol, 2 eq) v MeOH (70 mL) in mešali 1 uro pri sobni 
temperaturi. Reakcija ni potekla do konca, zato smo dodali še večjo količino NaBH4 (0,22 
g, 5,67 mmol, 1 eq) in mešali 2 uri pri sobni temperaturi. Zatem smo zmesi dodali vodo (10 
mL) in odparili topilo. Preostanku po uparevanju smo dodali vodo (40 mL) in z 1 M HCl 
uravnali pH na 7. Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc (2 × 50 mL), organsko fazo posušili 
z Na2SO4, ter odparili smo topilo. Spojino smo očistili s prekristalizacijo iz EtOAc/PE.  
2-(Hidroksimetil)kinolin-8-ol M = 175,19 g/mol 
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Izgled: svetlo oranžni kristali Ttal: 99–101 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,4  
Izkoristek reakcije: 48,5 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4.78 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 5.54 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.08 
(dd, J = 6.9, 2.0 Hz, 1H), 7.36–7.42 (m, 2H), 7.56 (d, J = 8.5 
Hz, 1H), 8.29 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.67 (s, 1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 64,31; 111,24; 117,59; 119,26; 126,92; 127,74; 
136,49; 137,01; 152,82; 159,39 
ESI-MS Izračunano za C10H10NO2 (M+(H))
+ (m/z): 176,1, 
Izmerjena vrednost: 175,9 
 
4.1.15 Sinteza terc-butil 3-formilpiperidin-1-karboksilata (15) 
 
Slika 26: Shema sinteze spojine 15 
 
Terc-butil 3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilatu (7,80 g, 33,9 mmol, 1 eq) 
smo zagotovili inertno atmosfero in ga raztopili v brezvodnem THF (72 mL). Reakcijsko 
zmes smo ohladili na ledeni kopeli in ji počasi po porcijah dodajali LiAlH4 (1,93 g, 50,85 
mmol, 1,5 eq) in zatem pustili mešati še 1,5 ure. Reakcijo smo ustavili z dodatkom nasičene 
raztopine NaHCO3. Organsko fazo smo ekstrahirali z EtOAc (4 × 100 mL). Združene 
organske faze smo sprali z 1 M HCl in z nasičeno raztopino NaCl, sušili z Na2SO4 in uparili 
topilo. Produkt smo do konca posušili z vakuumsko črpalko. 
Terc-butil 3-formilpiperidin-1-karboksilat M = 213,27 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: /  
TLC: Rf (EtOAc /Hex = 2/1) = 0,6 
Izkoristek reakcije: 74,6 % 
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4.1.16 Sinteza 5,7-diklorokinolin-2,8-diola (16) 
 
Slika 27: Shema sinteze spojine 16 
 
Raztopino 5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-karbaldehida (6,80 g, 24,9 mmol, 1 eq) v MeOH 
(250 mL) smo na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Med mešanjem smo dodali NaBH4 (2,84 g, 
74,99 mmol, 3 eq). Zatem smo 30 minut mešali pri sobni temperaturi. Po tem času smo 
dodali še NaBH4 (2 eq), saj je bila v zmesi še vedno prisotna izhodna spojina. Čez 5 ur smo 
reakcijo ustavili z dodatkom 5 mL vode. Uparili smo topilo in z 1 M HCl nakisali do pH = 
7. Potem smo naredili ekstrakcijo z EtOAc (3 × 100 mL). Združene organske faze smo sušili 
z Na2SO4 in uparili topilo. 
5,7-Diklorokinolin-2,8-diol M = 244,07 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 70 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 5.04 (s, 2H), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 
8.41 (d, J = 8.7 Hz, 1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 64,60; 116,34; 119,39; 120,80; 124,03; 127,73; 
133,99; 136,90; 147,39; 158,87 
ESI-MS 
Izračunano za C10H8Cl2NO2 (M+(H))
+ (m/z): 244,0,  
izmerjena vrednost: 244,0 
4.1.17 Poskus sinteze terc-butil 3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)etil)piperidin-1-
karboksilata (17) 
 
Slika 28: Shema sinteza spojine 17 
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Raztopini (E)-terc-butil 3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilata (0,20 g, 0,43 mmol, 1 eq) v topilu (EtOH/EtOAc = 1/1, 50 mL) smo zagotovili 
inertno atmosfero (Ar(g)). Zatem smo pri sobni temperaturi dodali PtO2 (5 mg, 3 % w/w) in 
zmes prepihali s H2(g) in pustili mešati 30 minut. Nato smo zmes filtrirali in uparili topilo. 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/Aceton = 99/1). 
Želenega produkta nismo izolirali. 
4.1.18 Poskus sinteze terc-butil 3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)etil)piperidin-1-
karboksilata (18) 
 
Slika 29: Shema sinteze spojine 18 
 
Raztopini (E)-terc-butil 3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilata (1,90 g, 4,14 mmol, 1 eq) v EtOH (70 mL) smo pri sobni temperaturi dodali 
hidrazin (27,1 mL) in 20 ur refluktirali pri T = 80 °C. Po tem času smo zmes prenesli v lij 
ločnik in ji dodali EtOAc (100 mL) ter nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL). Organsko 
fazo smo sprali z 100 mL nasičene raztopine NaCl in posušili z Na2SO4. Nato smo surovi 
produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/3). Reakcija ni potekla. 
4.1.19 Sinteza terc-butil 3-(4-klorofenetil)piperidin-1-karboksilata (19) 
 
Slika 30: Shema sinteze spojine 19 
 
Raztopini (E/Z)-terc-butil 3-(4-klorostiril)piperidin-1-karboksilata (0,49 g, 1,53 mmol, 1 eq) 
v topilu (EtOH/EtOAc = 1/1; 50 mL) smo zagotovili inertno atmosfero (Ar(g)) in pri sobni 
temperaturi dodali PtO2 (0,1 g, 20 % w/w) in zatem prepihali z H2(g). Mešali smo 20 min, 
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potem filtrirali in uparili topilo. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF 
= PE/E = 9/1). 
 
Terc-butil 3-(4-klorofenetil)piperidin-1-karboksilat M = 323,86 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (PE/E = 9/1) = 0,1  
Izkoristek reakcije: 50 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.06–1.17 (m, 1H), 1.36–1.66 (m, 5H), 1.46 (s, 9H), 
1.84 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.49–2.66 (m, 1H), 2.61 (t, J = 7.8 
Hz, 2H), 2.76–2.82 (m, 1H), 3.89 (dd, J = 13.1, 4.2 Hz, 1H), 
3.97–4.04 (m, 1H), 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.21–7.25 (m, 2H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 25,02; 28,60; 31,12; 32,51; 35,41; 35,52; 45,05; 
49,74; 79,38; 128,53; 129.77; 131,55; 140,91; 154,97 
 
4.1.20 Poskus sinteze 5,7-dikloro-8-hidroksi-2-(2-(piperidinijev-3-il)etil)kinolinijevega 
diklorida (20) 
 
Slika 31: Shema sinteze spojine 20 
 
Raztopini (E/Z)-5,7-dikloro-8-hidroksi-2-(2-(piperidin-3-il)vinil)kinolina v obliki soli s HCl 
(0,06 g, 0,16 mmol, 1 eq) v topilu (EtOH/EtOAc = 1/1; 80 mL) smo zagotovili inertno 
atmosfero (Ar(g)). Nato smo pri sobni temperaturi dodali Pd/BaSO4 (0,01 g, 15 % w/w) in 
zmes prepihali z H2(g). Mešali smo 20 min in po tem času smo filtrirali in uparili topilo. 
Potek reakcije smo spremljali s TLC in NMR na podlagi katerih smo ugotovili, da reakcija 
ni potekla. 
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4.1.21 Sinteza 2-(klorometil)kinolin-8-ola (21) 
 
Slika 32: Shema sinteze spojine 21 
 
2-(Hidroksimetil)kinolin-8-ol (0,42 g, 2,43 mmol, 1 eq) smo ohladili na ledeni kopeli do T 
= 0 °C. Nato smo počasi dodajali SOCl2 (10 mL) in zmes mešali pri sobni temperaturi 1 uro. 
Dodali smo toluen (3 mL), uparili topilo in do konca posušili na vakuumski črpalki. Suh 
produkt smo raztopili v DKM (40 mL) in z nasičeno raztopino NaHCO3 naravnali pH na 8. 
Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in uparili topilo. Produkt smo posušili na vakuumski 
črpalki in ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF = PE/EtOAc = 5/1). 
 
2-(Klorometil)kinolin-8-ol M = 193,63 g/mol 
Izgled: rjavkasti kristali Ttal: 49–50 °C 
TLC: Rf (PE/ EtOAc = 5/1) = 0,4  
Izkoristek reakcije: 77,4 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4.97 (s, 2H), 7.12 (dd, J = 7.4, 1.5 Hz, 1H), 7.40 
(dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 8.2, 7.4 Hz, 1H), 7.67 
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.76 (s, 1H)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 47,36; 112,01; 117,67; 121,51; 127,98; 128,10; 
137,48; 137,51; 153,19; 154,70 
ESI-MS Izračunano za C10H9ClNO (M+(H))
+ (m/z): 194,0, 
Izmerjena vrednost: 193,9 
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4.1.22 Sinteza 5,7-dikloro-2-(klorometil)kinolin-8-ola (22) 
 
Slika 33: Shema sinteze spojine 22 
 
5,7-Dikloro-2-(hidroksimetil)kinolin-8-ol (5,07 g, 18,48 mmol, 1 eq) smo raztopili na ledeni 
kopeli v SOCl2 (50 mL). Pri sobni temperaturi smo pustili mešati 1 uro in zatem smo uparili 
prebitno topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4).  
5,7-Dikloro-2-(klorometil)kinolin-8-ol M = 262,51 g/mol 
Izgled: rjava kosmičasta oborina Ttal: 119–121 °C 
TLC: Rf (EtOAca/Hex = 1/4) = 0,4 
Izkoristek reakcije: 44 %  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5.03 (s, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 
8.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 10.76 (s, 1H)  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 46,35; 116,11; 120,96; 122,13; 124,37; 128,79; 
135,16; 137,67; 147,52; 156,54  
ESI-MS Izračunano za C10H5Cl3NO (M–(H
+))– (m/z): 259,9,  
izmerjena vrednost: 259,9 
 
4.1.23 Sinteza 1-(2-bromoetil)pirolidon-2-ona (23) 
 
Slika 34: Shema sinteze spojine 23 
 
Raztopini 1-(2-hidroksietil)pirolidon-2-ona (10 mL, 88,45 mmol, 1 eq) v DKM (230 mL) 
smo dodali CBr4 (35,22 g, 106,2 mmol, 1,2 eq) in zmes ohladili na ledeni kopeli na 0 °C. 
Zatem smo pri sobni temperaturi počasi dodali PPh3 (27,85 g, 106,2 mmol, 1,2 eq) in pustili 
mešati čez noč. Naslednji dan smo uparili polovico topila in dodali PE (50 mL) in zatem 
odfiltrirali s presesavanjem. Filtrat smo skoncentrirali in očistili s kolonsko kromatografijo 
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(MF = EtOAc). Potem smo surovemu produktu dodali Et2O (50 mL) in oborino odfiltrirali 
s presesavanjem. 
1-(2-Bromoetil)pirolidon-2-on M = 192,05 g/mol 
Izgled: rjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (EtOAc) = 0,2  
Izkoristek reakcije: > 100% (zaradi prisotnih nečistot) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) =1.97–2.11 (m, 2H), 2.39 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 3.48 
(ddd, J = 11.1, 6.8, 1.8 Hz, 4H), 3.67 (t, J = 6.4 Hz, 2H) 
 
4.1.24 Sinteza 2-(1-(2-kloroetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)piridina (24) 
 
Slika 35: Shema sinteze spojine 24 
 
Raztopini 2-(4-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanola (1,79 g, 9,39 mmol, 1 eq) v 
toluenu (80 mL) smo dodali piridin (1,49 g, 18,79 mmol, 2eq). Nato smo pri sobni 
temperaturi dodali SOCl2 (2,24 g, 18,89 mmol, 2 eq) v toluenu. Čez noč smo pustili mešati 
pri sobni temperaturi, nato pa smo raztopino refluktirali 2 uri pri T = 130 °C. Zatem smo 
zmes ohladili na sobno temperaturo in dodali vodo (5 mL) in z nasičeno raztopino NaHCO3 
naalkalili do pH = 7. Vodno fazo smo ekstrahirali z DKM (3 × 70 mL), sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (1 × 70 mL), posušili z Na2SO4 in uparili topilo. 
  
2-(1-(2-Kloroetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)piridin M = 208,65 g/mol 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,4 
Izkoristek reakcije: 95 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 3.98 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 4.76 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 7.22–
7.25 (m, 1H), 7.79 (td, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 8.18 (dt, J = 7.9, 
1.0 Hz, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.59 (ddd, J = 4.9, 1.7, 0.9 Hz, 1H) 
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4.1.25 Poskus sinteze 2-(1-(2-hidroksietil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenola (25) 
 
Slika 36: Shema sinteze spojine 25 
Raztopini 2-etinilfenola (2,68 g, 22,66 mmol, 1 eq) v EtOAc (100 mL) smo dodali 2-
azidoetanol (1,97 g, 22,66 mmol, 1 eq), Cu(I) bromid (1,30 g, 9,06 mmol, 0,4 eq) in Et3N 
(3,44 g, 33,99 mmol, 1,5 eq) in pri sobni temperaturi mešali čez noč. Po tem času smo zmes 
refluktirali 6 ur pri T = 80 °C. Potem smo suspenzijo prefiltrirali in matičnico ekstrahirali z 
EtOAc (2 × 50 mL). Organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (1 × 50 mL), 
nasičeno raztopino NaCl (1 × 50 mL), sušili z Na2SO4 in uparili topilo. Produkt je nastal le 
v sledovih (vidno v protonskem NMR spektru). 
 
4.1.26 Sinteza 2-(4-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanola (26) 
 
 
Slika 37: Shema sinteze spojine 26 
2-(4-(Piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanol M = 190,21 g/mol 
Izgled: rjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,4 
Izkoristek reakcije: 25 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 4.14 (t, J = 12,0 Hz, 2H), 4.57 (t, J = 8,1 Hz, 2H), 
7.23 (ddd, J = 7.5, 4.9, 1.2 Hz, 1H), 7.78 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 
1H), 8.13 (dt, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.53 (ddd, J = 
4.9, 1.8, 0.9 Hz, 1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 53,15; 61,15; 120,50; 123,01; 123,64; 137,41; 
147,53; 149,00; 149,91  
ESI-MS Izračunano za C9H10N4ONa (M+(Na))
+ (m/z): 213,1, 
Izmerjena vrednost: 213,2 
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Raztopini 2-etinilpiridina (3,06 g, 29,70 mmol, 1 eq), 2-azidoetanola (2,59 g, 29,70 mmol, 
1 eq), Et3N (6,21 mL, 44,55 mmol, 1,5 eq) v EtOAc (100 mL) smo dodali bakrov(I) bromid 
(1,70 g, 11,88 mmol, 0,4 eq) pri sobni temperaturi in mešali čez vikend. Nato smo filtrirali 
in ekstrahirali z EtOAc (1 × 100 mL) ter organsko fazo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 
(1 × 50 mL) in zatem še z nasičeno raztopino NaCl (1 × 50 mL). Na koncu smo uparili topilo 
in produkt prekristalizirali iz zmesi PE/E. Produkt smo poskusili očistiti tudi s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1), vendar so bile še vedno prisotne nečistote. 
 
4.2 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE SPOJIN 27, 28, 29 
 
Slika 38: Shema splošne sinteze Wittigovega reagenta 
 
Oznaka spojine X R1 
27 Br 
 
28 Cl 
 
29 Cl 
 
Tabela I: Substituenti na spojinah, ki so vstopale v reakcijo tvorbe Wittigovega reagenta 
 
Izhodne spojine (1 eq) smo raztopili v MeCN (15–50 mL), dodali trifenilfosfin (1 eq) in jih 
refluktirali na oljni kopeli čez noč pri T = 90 °C. Po tem času smo zmesi dodali enake 
volumne DKM in Et2O, da se je produkt izoboril. Pri spojini 29 smo pred tem še uparili 
MeCN. Izpadli trdni produkt smo odfiltrirali s presesavanjem. 
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(4-Klorobenzil)trifenilfosfonijev bromid (27) M = 467,77 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf = / 
Izkoristek reakcije: 76,3 % 
 
((8-Hidroksikinolin-2-il)metil)trifenilfosfonijev klorid (28) M = 455,92 g/mol 
Izgled: rjava oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf = / 
Izkoristek reakcije: 79,6 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5.72 (d, J = 15.5 Hz, 2H), 7.08 (dd, J = 7.5, 1.4 Hz, 
1H), 7.31 (dd, J = 8.2, 1.4 Hz, 1H), 7.37 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 
7.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.66–7.73 (m, 6H), 7.80–7.86 (m, 3H), 
7.93–7.99 (m, 6H), 8.23 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 9.53 (s, 1H)  
 
((5,7-Dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)metil)trifenilfosfonijev 
klorid (29) 
M = 524,81 g/mol 
Izgled: rjava oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,40 
Izkoristek reakcije: 23,2 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5.66 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.7, 1.0 Hz, 
1H), 7.69–7.75 (m, 6H), 7.83–7.91 (m, 10H), 8.40 (dd, J = 8.7, 
0.9 Hz, 1H), 9.65 (s, 1H) 
 
 
 
 
 
 
4.3 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE SPOJIN 30, 31, 32 
 
Slika 39: Shema Wittigove reakcije 
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Oznaka spojine X R1 
30 Br 
 
31 Cl 
 
32 Cl 
 
Tabela II: Substituenti na spojinah, ki so vstopale v Wittigovo reakcijo 
 
Izhodnemu ilidu (1 eq) smo zagotovili inertno atmosfero z argonom in ga raztopili v 
brezvodnem THF (20–30 mL). Zatem smo ga ohladili na ledeni kopeli do T = 0 °C in mu 
dodali NaBTMSA (1 M THF, 1,2 eq) ter mešali 20 min. Reakcijski zmesi smo dodali terc-
butil 3-formilpiperidin-1-karboksilat (1 eq) in mešali pri sobni temperaturi čez noč. Zatem 
smo reakcijo ustavili z dodatkom nekaj mililitrov vode. Nastali zmesi smo dodali nasičeno 
raztopino NaHCO3 (50 mL). Nato smo jo ekstrahirali z EtOAc (3 × 70 mL) in združene 
organske faze sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Surovi produkt smo očistili po postopku, ki je naveden pri posamezni spojini. 
 
Terc-butil (E/Z)-3-(4-klorostiril)piperidin-1-karboksilat (30) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc /Hex = 1/9). Iz NMR 
vidimo, da se izomera nista ločila in sta prisotna v razmerju cca. 80/20 (trans/cis). 
Terc-butil (E/Z)-3-(4-klorostiril)piperidin-1-karboksilat (30) M = 321,84 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf ( EtOAc/Hex = 1/9) = 0,3  
Izkoristek reakcije: 62,3 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.28–1.45 (m, 2.4H, cis + trans), 1.47 in 1.49 (s, 
10.8H, cis + trans), 1.69–1.75 (m, 1.2H, cis + trans), 1.83–1.99 
(m, 1.2H, cis + trans), 2.28–2.36 (m, 1H, trans), 2.63–2.84 (m, 
2.4H, cis + trans), 3.93–4,01 (m, 2.4H, cis + trans), 5.46 (dd, J 
= 11.7, 9.8 Hz, 0.2H, cis), 6.09 (dd, J = 16.1, 7.0 Hz, 1H, trans), 
6.42 (dd, J = 16.1, 1.3 Hz, 1H, trans), 6.40–6.44 (pod signalom 
za trans derivat, 0.2H, cis)7.23–7.35 (m, 4.8H, cis + trans) 
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Terc-butil (E)-3-(2-(8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (31) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
Terc-butil (E)-3-(2-(8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilat (31) 
M = 354,44 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (EtOAc /Hex = 1/2) = 0,8 
Izkoristek reakcije: 44,4 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.48 (s, 9H), 1.45–1.57 (m, 2H), 1.74–1.77 (m, 1H), 
1.99–2.02 (m, 1H), 2.42–2.50 (m, 1H), 2.74–2.90 (m, 2H), 3.99 
(d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.00–4.20 (bs, 1H), 6.69–6.79 (m, 2H), 
7.14 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H), 7.26–7.29 (m, 1H), 7.35–7.41 (m, 
1H), 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 8.6 Hz, 1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 24,72; 28,57; 30,65; 39,38; 43,80; 49,23; 79,61; 
110,11; 117,67; 119,91; 127,19; 127,43; 130,14; 136,43; 
137,83; 138,30; 152,06; 153,65; 154,89 
ESI-MS Izračunano za C21H27N2O3 (M+(H))
+ (m/z): 355,2,  
izmerjena vrednost: 355,4 
 
Terc-butil (E)-3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (32) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
Terc-butil (E)-3-(2-(5,7-dikloro-8-hidroksikinolin-2-
il)vinil)piperidin-1-karboksilat (32) 
M = 458,79 g/mol 
Izgled: rjavo olje Ttal: / 
Izkoristek reakcije: 25,6 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.45–1.56 (m, 11H), 1.74–1.78 (m, 1H), 2.00–2.03 
(m, 1H), 2.44–2.53 (m, 1H), 2.83–2.91 (m, 2H), 3.97 (d, J = 
13.3 Hz, 1H), 3.99–4.19 (m, 1H), 6.73 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.82 
(d, J = 16.1, 6.4 Hz, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.59 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 
8.39 (d, J = 8.8 Hz, 1H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 24,58; 28,63; 30,61; 39,49; 44,18; 48,67; 79,80; 
115,43; 120,63; 120,83; 123,94; 127,64; 129,51; 133,98; 
138,33; 140,35; 147,45; 154,96; 155,29;  
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4.4 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE SPOJIN 33, 34 
Izhodno substanco (1 eq) smo raztopili v EtOH (50 mL), ji dodali katalizator Pd/C (20 % 
w/w) in zagotovili inertno atmosfero (Ar(g)). Zatem smo zmes prepihali s H2(g) in jo mešali 
čez noč pri sobni temperaturi. Po tem času smo zmes prepihali z Ar(g) in jo odfiltrirali 
katalizator s presesavanjem. Matičnici smo uparili topilo in zatem surov produkt posušili do 
suhega na vakuumski črpalki. Spojino 33 smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = 
PE/EtOAc = 9/1). 
 
Slika 40: Struktura spojine 33 
 
Terc-butil 3-fenetilpiperidin-1-karboksilat (33) M = 289,41 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje Ttal: / 
TLC: Rf (PE/EtOAc = 9/1) = 0,35  
Izkoristek reakcije: 48,9 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1.07–1.17 (m, 1H), 1.22–1.36 (m, 3H), 1.38 (s, 9H), 
1.40–1.60 (m, 3H), 1.77–1.80 (m, 1H), 2.59 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 
2.79 (t, J = 11.8 Hz, 2H), 3.70–3.82 (m, 2H); 7.19–7.21 (m, 3H), 
7.25–7.27 (m, 2H) 
ESI-MS Izračunano za C18H28NO2 (M+(H))
+ (m/z): 290,2, 
Izmerjena vrednost: 190,2 – to ustreza C13H20N (M+(H))
+ za 
Boc odščiten derivat  
 
 
Slika 41: Struktura spojine 34 
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Terc-butil 3-(2-(8-hidroksikinolin-2-il)etil)piperidin-1-
karboksilat (34) 
M = 356,46 g/mol 
Izgled: rjava oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf (EtOAc /MeOH = 9/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 45 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.18–1.30 (m, 1H), 1.44–1.48(m, 11H), 1.52–1.93 
(m, 5H), 2.80–2.87 (m, 1H), 3.09 (bs, 2H), 3.86–3.90 (m, 2H); 
6.82 (bs, 1H), 7.21 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.31–7.37 (m, 2H), 7.44 
(t, J = 7.9 Hz, 1H), 8.14–8.16 (m, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C21H29N2O3 (M+(H))
+ (m/z): 357,2, 
Izmerjena vrednost: 357,4 
  
4.5 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE SPOJIN 35–41 
 
Slika 42: Shema splošne reakcije odščite Boc 
 
Oznaka spojine R1 Oznaka spojine R1 
35 
 
39 
 
36 
 
40 
 
37 
 
41 
 
38 
 
Tabela III: Substituenti pri spojinah, ki so vstopale v reakcijo odščite Boc 
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Izhodno spojino (1 eq) smo raztopili v EtOH (30–150 mL) in pri sobni temperaturi počasi 
dodali 37 % HCl (10 eq) ter segrevali 1 h pri T = 80 °C. Po tem času smo uparili topilo in 
surov produkt posušili v sušilniku čez noč (T ~ 50–60 °C). 
 
3-Fenetilpiperidinijev klorid (35) M = 225,76 g/mol 
Izgled: beli kristali Ttal: 136–140 °C razpade  
TLC: Rf (PE/E = 9/1) = 0,6 
Izkoristek reakcije: 79,8 % 
ESI-MS Izračunano za C13H20N (M+(H))
+ (m/z): 190,2, 
Izmerjena vrednost: 190,2 
 
(E/Z)-3-(4-Klorostiril)piperidinijev klorid (36) M = 258,19 g/mol 
Izgled: svetlo rumeni kristali Ttal: > 146 °C razpade 
Izkoristek reakcije: 97 % 
ESI-MS Izračunano za C13H17ClN (M+(H))
+ (m/z): 222,1, 
Izmerjena vrednost: 222,1 
 
(E)-8-Hidroksi-2-(2-(piperidinijev-3-il)vinil)kinolinijev diklorid 
(37) 
M = 327,25 g/mol 
Izgled: oranžna oborina Ttal: 139–143 °C 
Izkoristek reakcije: 90 % 
ESI-MS Izračunano za C16H19N2O (M+(H))
+ (m/z): 255,1, 
Izmerjena vrednost: 255,2 
 
8-Hidroksi-2-(2-(piperidinijev-3-il)etil)kinolinijev diklorid (38) M = 329,26 g/mol 
Izgled: rumeno-zelena oborina Ttal: 155–158 °C 
Izkoristek reakcije: 90 % 
ESI-MS Izračunano za C16H21N2O (M+(H))
+ (m/z): 257,2, 
Izmerjena vrednost: 257,2 
 
8-Hidroksi-2-(piperidinijev-3-karboksamid)kinolinijev diklorid 
(39) 
M = 344,24 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina Ttal: 198–200 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,8  
Izkoristek reakcije: 93 % 
ESI-MS Izračunano za C15H18N3O2 (M+(H))
+ (m/z): 272,1, 
Izmerjena vrednost: 272,2 
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5,7-Dikloro-8-hidroksi-2-(2-(piperidinijev-3-il)etil)-1,2,3,4, -
tetrahidrokinolinijev diklorid (40) 
M = 404,20 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf = / 
Izkoristek reakcije: 95 % 
 
(E)-5,7-Dikloro-8-hidroksi-2-(2-(piperidinijev-3-
il)vinil)kinolinijev diklorid (41) 
M = 396,14 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal: ni določena 
TLC: Rf = / 
Izkoristek reakcije: 96 % 
 
4.6 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE SPOJIN 42–48 
 
Slika 43: Shema splošne reakcije alkiliranja 
 
 
 
Oznaka spojine R1 Oznaka spojine R1 
42 
 
46 
 
43 
 
47 
 
44 
 
48 
 
45 
 
Tabela IV: Substituenti na spojinah, ki so vstopale v reakcijo alkiliranja 
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Izhodno spojino (1 eq) smo raztopili v MeCN (50–250 mL). Med mešanjem pri sobni 
temperaturi smo ji najprej dodali K2CO3 (3 eq) potem pa še 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on 
(1,5 eq) ter mešali čez noč pri sobni temperaturi. Ker je reakcija potekla bolj slabo, smo 
dodali še K2CO3 (2 eq) in zmes segrevali pri T = 90 °C čez noč. Nato smo uparili topilo in 
suhemu zaostanku dodali DKM (100 mL) in nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL). Vodno 
fazo smo dodatno ekstrahirali z DKM (1 × 100 mL). Zatem smo združene organske faze 
sprali z nasičeno raztopino NaCl, posušili z Na2SO4 in uparili topilo. Produkt smo očistili, 
kot je zapisano pri posamezni spojini.  
 
 
1-(2-(3-Fenetilpiperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (42) 
 
Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 15/1) nato pa 
z reverznofazano kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % 
TFA(aq)/MeCN). Frakcijam, ki so vsebovale spojino, smo uparili MeCN, preostalo vodno 
fazo pa naalkalili z nasičeno raztopino NaHCO3 (50 mL) ter ekstrahirali z DKM (2 × 50 
mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, posušili z Na2SO4 in 
uparili topilo. 
 
1-(2-(3-Fenetilpiperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (42) M = 300,45 g/mol 
Izgled: svetlorjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,6  
Izkoristek reakcije: 48,8 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.93 (qd, J = 12.4, 4.1 Hz, 1H), 1.47–1.60 (m, 4H), 
1.64–1.75 (m, 2H), 1.78–1.84 (m, 1H), 1.93–2.04 (m, 3H), 
2.38 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.47 (td, J = 6.7, 2.2 Hz, 2H), 2.59–
2.69 (m, 2H), 2.86 (t, J = 12.6 Hz, 2H), 3.41–3.47 (m, 4H), 
7.16–7.20 (m, 3H), 7.26–7.31 (m, 2H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 25,44; 30,94; 31,07; 33,27; 35,95; 36,42; 
40,13; 47,82; 54,34; 56,13; 60,48; 125,73; 128,38 (4 × C); 
142,75; 175,02; 
ESI-HRMS Izračunano za C19H29N2O (M+(H))
+ (m/z): 301,2274, 
Izmerjena vrednost: 301,2271 
IR (ATR) 2925, 2851, 1678, 1493, 1424, 1360, 1285, 1158, 1113, 1080 
cm–1 
HPLC tR = 3,26 min (čistost 96,02 % pri 220 nm) 
 
(E)-1-(2-(3-(4-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43a) 
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Spojino smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1), pri čemer smo 
uspeli ločiti cis in trans derivat. Po koloni smo frakcije, ki so vsebovale cis derivat in še 
nečistote nakisali s 1 M HCl ter stranski produkt poekstrahirali v organsko fazo (DKM, 50 
mL). Nato smo vodno fazo nevtralizirali z nasičeno razotpino NaHCO3 in produkt 
ekstrahirali v organsko fazo (DKM, 50 mL). Po končani ekstrakciji smo uparili topilo in 
produkt do konca posušili na vakuumski črpalki. 
(E)-1-(2-(3-(4-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43a) M = 332,87 g/mol 
Izgled: oranžna oborina Ttal: 59–62 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 30,2 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.18 (qd, J = 12.0, 4.1 Hz, 1H), 1.53–1.63 (m, 1H), 
1.69–1.76 (m, 1H), 1.79–1.83 (m, 1H), 1.89–2.06 (m, 4H), 2.38 
(t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.36–3.42 (m, 1H), 2.50 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 
2.83–2.91 (m, 2H), 3.40–3.48 (m, 4H), 6.10 (dd, J = 16.0, 7.2 
Hz, 1H), 6.34 (dd, J = 16.0, 1.2 Hz, 1H), 7.25 (s, 4H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,13; 25,14; 30,62; 31,07; 39,88; 40,07; 47,82; 
53,90; 56,03; 59,66; 127,29; 127,98; 128,69; 132,62; 133,94; 
136,20; 175,06 
ESI-HRMS Izračunano za C19H26ClN2O (M+(H))
+ (m/z): 333,1728,  
izmerjena vrednost: 333,1724 
IR (ATR) 2942, 2914, 2854, 2806, 1676, 1488, 1461, 1420, 1286, 1266, 
1150, 1137, 1086 cm–1  
HPLC tR = 3,83 min (čistost 100 % pri 220 nm) 
(Z)-1-(2-(3-(4-Klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43b) M = 332,87 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,45 
Izkoristek reakcije: 18,9 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.11–1.20 (m, 1H), 1.47–1.58 (m, 1H), 1.63–1.76 (m, 
2H), 1.86–2.05 (m, 4H), 2.35 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 6.9 
Hz, 2H), 2.70–2.83 (m, 3H), 3.40 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 5.48 (dd, 
J = 11.8, 9.9 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.16–7.19 (m, 
2H), 7.26–7.29 (m, 2H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,17; 25,00; 31,11 (2 × C); 35,85; 40,09; 47,85; 
53,87; 56,04; 59,44; 127,92; 128,55; 130,00; 132,53; 135,92; 
136,08; 175,08 
ESI-HRMS Izračunano za C19H26ClN2O (M+(H))
+ (m/z): 333,1728,  
izmerjena vrednost: 333,1724 
IR (ATR) 3309, 2932, 2361, 1727, 1671, 1438, 1359, 1089 cm–1 
HPLC tR = 3,66 min (čistost 92,10 % pri 220 nm) 
(E)-1-(2-(3-(2-(8-Hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (44) 
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Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1) nato pa z 
reverznofazano kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % 
TFA(aq)/MeCN). 
(E)-1-(2-(3-(2-(8-Hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (44) 
M = 365,47 g/mol 
Izgled: temnorjavo olje Ttal: / 
Izkoristek reakcije: 6,6 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.23–1.35 (m, 1H), 1.56–1.67 (m, 1H), 1.72–1.81 (m, 
1H), 1.86–1.91 (m, 1H), 1.96–2.13 (m, 4H), 2.38 (t, J = 8.1 Hz, 
2H), 2.49–2.57 (m, 1H), 2.53 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.86 (d, J = 
10.9 Hz, 1H), 2.97 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 3.38–3.48 (m, 4H), 6.67 
(dd, J = 16.1, 1.2 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 16.1, 6.8 Hz, 1H), 7.13 
(dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.25(dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.3j7 (t, 
J = 7.9 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.6 Hz, 
1H), OH izmenljiv  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,15; 25,05; 30,36; 31,09; 39,77; 40,07; 47,83; 
53,99; 56,03; 59,29; 110,11; 117,69; 119,91; 127,13; 127,43; 
129,51; 136,42; 137,88; 139,79; 152,11; 153,97; 175,16 
ESI-HRMS Izračunano za C22H28N3O2(M+(H))
+ (m/z): 366,2176,  
izmerjena vrednost: 366,2175 
IR (KBr) 2930, 1664, 1596, 1561, 1504, 1461, 1435, 1313, 1285, 1256, 
1189, 1157, 1084 cm–1 
HPLC tR = 2,04 min (čistost 98,30 % pri 220 nm) 
 
1-(2-(3-(2-(8-Hidroksikinolin-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (45) 
 
Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1) nato pa z 
reverznofazano kolono (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % 
TFA(aq)/MeCN). 
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1-(2-(3-(2-(8-Hidroksikinolin-2-il)etil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (45) 
M = 367,48 g/mol 
Izgled: svetlorjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,7  
Izkoristek reakcije: 9,9 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.96 (qd, J = 12.4, 4.1 Hz, 1H), 1.44–1.85 (m, 7H), 
1.93–2.01 (m, 3H), 2.35 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 6.9 Hz, 
2H), 2.82 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 2.90–3.94 (m, 1H), 2.97 (td, J = 
8.1, 2.3 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 7.1 Hz, 4H), 7.13 (dd, J = 7.5, 1.2 
Hz, 1H), 7.26–7.32 (m, 2H), 7.37 (dd, J = 8.2, 7.5 Hz, 1H), 8.04 
(d, J = 8.4 Hz, 1H), OH izmenljiv 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 25,40; 30,97; 31,09; 34,06; 35,94 (2 × C); 
40,10; 47,78; 54,41; 56,07; 60,28; 109,87; 117,66; 122,32; 
126,79; 126,90; 136,37; 137,74; 151,87; 160,70; 175,16 
ESI-HRMS Izračunano za C22H30N3O2 (M+(H))
+ (m/z): 368,2333, 
Izmerjena vrednost: 368,2329 
IR (ATR) 2924, 2360, 1666, 1600, 1568, 1504, 1464, 1434, 1363, 1245, 
1157, 1108 cm–1  
HPLC tR = 1,91 min (čistost 93,81 % pri 220nm) 
 
N-(8-hidroksikinolin-2-il)-1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-karboksamid (46) 
 
Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1) nato pa z 
reverznofazano kolono (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % 
TFA(aq)/MeCN) vendar čistega produkta nismo uspeli izolirati. 
 
N-(8-hidroksikinolin-2-il)-1-(2-(2-oksopirolidin-1-
il)etil)piperidin-3-karboksamid (46) 
M = 382,46 g/mol 
Izgled: svetlorjavo olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,8 
Izkoristek reakcije: 5,4 % (skupaj z nečistotami) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1.24 (s, 1H), 1.60–1.77 (m, 2H), 1.84 (d, J = 2.7 Hz, 
1H), 1.93–2.06 (m, 4H), 2.30 (td, J = 7.9, 2.2 Hz, 2H), 2.39 (t, 
J = 8.1 Hz, 1H), 2.70–2.54 (m, 4H), 3.41–3.49 (m, 2H), 3.60–
3.65 (m, 1H), 4.34 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 7.3, 1.5 
Hz, 1H), 7.27–7.39 (m, 2H), 8.12 (dd, J = 9.0, 6.5 Hz, 1H), 
8.41 (d, J = 9.0 Hz, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C21H26N4O3 (M–(H))
– (m/z): 382,2, 
Izmerjena vrednost: 381,0 
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1-(2-(3-(2-(5,7-Dikloro-8-hidroksi-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-2-il)etil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (47) 
 
Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1), (MF = 
Ea/Hex = 1/1) in nato z reverznofazano kolono (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-
HS, MF = 0,1 % TFA(aq)/MeCN). 
 
1-(2-(3-(2-(5,7-Dikloro-8-hidroksi-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-2-
il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (47) 
M = 440,41 g/mol 
Izgled: / Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 7,5 % (vsebuje še nečistote) 
N-(8-Hidroksikinolin-2-il)-1-(2-(2-oksopirolidin-1-il)etil)piperidin-3-karboksamid 
(46) 
 
Spojino smo najprej očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1) nato pa z 
reverznofazno kolono (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % 
TFA(aq)/MeCN). Ker je bila spojina še vedno umazana, smo jo očistili še s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1 + 0,3 % NH3). Čistega produkta nismo uspeli 
izolirati. 
 
N-(8-Hidroksikinolin-2-il)-1-(2-(2-oksopirolidin-1-
il)etil)piperidin-3-karboksamid (46) 
M = 382,46 g/mol 
Izgled: svetlorjavo olje Ttal: / 
TLC: / 
Izkoristek reakcije: 1,7 % (vsebuje še nečistote) 
ESI-MS Izračunano za C21H27N4O3 (M+(H))
+ (m/z): 383,2, 
Izmerjena vrednost: 383,3 
 
Spojino smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 15/1), vendar čistega 
produkta nismo izolirali. 
 
1-(2-(3-(2-(5,7-Dikloro-8-hidroksikinolin-2-il)vinil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (48) 
M = 434,36 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: / 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) =0,4  
Izkoristek reakcije: manj kot 2 % 
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4.6.1 Sinteza 1-(2-(3-(4-klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (49) 
 
Slika 44: Shema sinteze spojine 49 
(E)-1-(2-(3-(4-klorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (0,3 g, 0,90 mmol, 1 eq) smo 
raztopili v topilu (EtOH/EtOAc = 1/1; 40 mL) in zagotovili inertno atmosfero (Ar(g)). Pri 
sobni temperaturi smo med mešanjem dodali PtO2 (0,06 g, 0,26 mmol, 0,29 eq) in zmes 
prepihali z H2(g). Zatem smo pustili mešati 20 min pri sobni temperaturi, nato pa filtrirali in 
uparili topilo. Surov produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 
9/1). Ker so bile še vedno prisotne nečistoče, smo spojino očistili še z reverznofazano 
kromatografijo (Isolera, Biotage, kolona: SNAP KP-C18-HS, MF = 0,1 % TFA(aq)/MeCN). 
Frakcijam, ki so vsebovale spojino, smo uparili MeCN, nato pa jih ponovno očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = DKM/Aceton = 3/1). 
 
1-(2-(3-(4-Klorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (49) M = 334,89 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal: /  
TLC: Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,5  
Izkoristek reakcije: 40 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 0.85–0.95 (m, 1H), 1.40–1.56 (m, 4H), 1.60–1.79 
(m, 3H), 1.91–2.02 (m, 3H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.45 (t, J 
= 6.9 Hz, 2H), 2.53–2.63 (m, 2H), 2.83 (t, J = 10.6 Hz, 2H), 
3.38–3.44 (m, 4H), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.4 
Hz, 2H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18,10; 25,34; 30,86; 31,07; 32,60; 35,77; 36,23; 
40,06; 47,75; 54,32; 56,00; 60,27; 128,40; 129,76; 131,41; 
141,15; 175,11  
ESI-HRMS Izračunano za C19H28ClN2O (M+(H))
+ (m/z): 335,1885, 
izmerjena vrednost: 335,1882 
IR (KBr) 2924, 2850, 1671, 1491, 1461, 1438, 1360, 1285, 1158, 1114, 
1090 cm–1 
HPLC tR = 3,84 min (čistost 97,64 % pri 220 nm) 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Wittigova reakcija 
Za sintezo spojin smo morali narediti vez ogljik – ogljik, za kar smo uporabili Wittigovo 
reakcijo. To je reakcija, s katero dobimo iz primarnega ali sekundarnega alkil halida in 
aldehida ali ketona, olefin oziroma alken z uporabo trifenilfosfina in baze. Iz spojin alkil 
halidov (4-klorobenzil bromid, 21, 24 in 22) smo pripravili Wittigove reagente (Wittigove 
soli), ki smo jih uporabili v Wittigovi reakciji. Alkil halide smo raztopili v MeCN, jim dodali 
trifenilfosfin in jih čez noč refluktirali pri povišani temperaturi. Trifenilfosfin v reakciji 
deluje kot nukleofil, ki s svojim prostim elektronskim parom napade ogljikov atom, ta je 
vezan na halogen inima elektrofilen značaj. Gre za t.i. Sn2 nukelofilno substitucijo. Sprosti 
se halogenidni anion, nastali fosfonijev ion s pozitivnim nabojem pa ostane vezan na 
ogljikov atom. S tako pripravljenimi spojinami smo v naslednji stopnji izvedli Wittigovo 
reakcijo. Kot topilo smo uporabili brezvodni THF, da voda ne bi motila reakcije. Reakcijski 
zmesi smo s tem namenom zagotovili tudi inertno atmosfero. V topilu smo raztopili 
pripravljene Wittigove regantein dodali NaBTMSA, ki je deloval kot baza. Sledil je dodatek 
aldehida 15 ter mešanje reakcijske zmesi pri sobni temperaturi mešali čez noč. Baza je pri 
reakciji nujna, da pripravimo ilide. Vez ogljik – vodik zraven fosforjevega atoma ima 
nekoliko kisel značaj, tako da lahko proton odstranimo z bazo - ogljikov atom dobi negativen 
naboj. Tako dobimo negativen ogljikov atom zraven pozitivnega fosforjevega atoma, takšni 
strukturi pravimo fosfonijev ilid. Wittigova reakcija se začne z nukleofilnim napadom 
ilidnega ogljika na elektrofilni karbonilni C atom. Posledično dobi karbonilni kisik negativen 
naboj, ki napade pozitivno nabit fosfonijev ion. Nastane kratkoživeč 4-členski obroč, 
imenovan oksafosfetan. Obroč se zaradi sterično napetosti odpre, pri čemer nastane alken in 
trifenilfosfinijev oksid. Reakcijo ustavimo z dodatkom vode, saj le ta reagira z bazo in 
prepreči nadaljnjo reakcijo s kislim vodikom (48).  
5.1.2 Redukcija 
Pripravljene alkene smo reducirali s klasičnim postopkom katalitskega hidrogeniranja. Gre 
za reakcijo adicije, kjer adiramo 2 atoma vodika na ogljika, ki sta povezana z dvojno vezjo. 
Spojine smo prepihovali z H2(g), pri reakciji pa smo uporabili različne katalizatorje. Najbolj 
pogosto smo uporabili PtO2 in Pd/C. Poskusi z Pd/BaSO4 kot katalizatorjem in hidrazinom 
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kot donorjem vodika niso bili uspešni. Spojinam 19, 49, 34 smo dvojno vez uspešno 
zreducirali z uporabo PtO2. Pri spojini 33 smo opazili, da je poleg redukcije nenasičene vezi 
prišlo tudi do substitucije klora na para mestu benzena z vodikom. Pri spojini 17 pa se je 
nasitil tudi piridinski obroč v kinolinskem fragmentu. Reakcije smo izvajali pri sobni 
temperaturi v zmesi EtOH/EA (1:1, V/V). Raztopinam spojin smo dodali toliko katalizatorja, 
da je ta predstavljal 20% mase izhodne spojine. Katalizator dodamo, da znižamo aktivacijsko 
energijo reakcije, da ta lahko poteče pri milejših pogojih. PtO2 v sami reakciji deluje kot 
katalizator z veliko specifično površino, kamor se adsorbirata molekula vodika in alken. Po 
vezavi atoma vodika na površino katalizatorja, se dva atoma preneseta na alken. Nastali 
alkan se potem odstrani s podlage. Pd/C deluje na enak način, le da tu podlago za reakcijo 
predstavljajo delčki paladija, ki so vezani na ogljik (49).  
5.1.3 Alkiliranje 
V naslednjem koraku smo pripeli 1-etilpirolidin-2-onski fragment s postopkom alkilacije. 
Raztopinam spojin smo najprej dodali K2CO3 in nato bromid (1-(2-hidroksietil)pirolidin-2-
on) ter reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi čez noč. Ugotovili smo, da reakcija ni 
potekla, zato smo dodali še dva ekvivlenta K2CO3 in mešali na oljni kopeli čez noč, pri čemer 
je reakcija uspešno potekla. Z bazičnim značajem K2CO3 dosežemo pretvorbo soli amina s 
klorovodikovo kislino v neprotonirano obliko, saj lahko le tako deluje kot nukleofil in 
napade elektrofilen ogljik, ki je vezan na halogen. Sama vez med oglikom in halogenom je 
polarizirana, saj je halogen bolj elektronegativen in posledično ogljiku odtegne elektrone. 
Sama reakcija je tipa Sn2. Dušik s prostim elektronskim parom napade ogljik, brom pa 
izstopi kot anion. V naslednjem koraku s svojim negativnim nabojem napade vodik, ki je 
vezan na pozitivno nabit dušik in tako nastane HBr, dušik pa zgubi svoj naboj. K2CO3 
zreagira z novonastalo kislino do soli. Za topilo smo izbrali MeCN, ki je aprotično polarno 
topilo, in dobro raztaplja reagente, hkrati pa ne stabilizirahalogenidnega aniona kot npr. voda 
ali EtOH in s tem pripomore k učinkovitem poteku reakcije (51). 
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5.2 VREDNOTENJE ANTIOKSIDATIVNIH LASTNOSTI Z DPPH TESTOM 
Z DPPH testom smo ugotavljali, kako dobri antioksidanti so preiskovane spojine (Slika 46). 
Grafično smo prikazali sposobnost redukcije DPPH radikala v odvisnosti od koncentracije 
preiskovane spojine. S pomočjo parametra EC50, ki nam pove, kolikšna koncentracije 
spojine je potrebna, da se zreducira 50-odstotkov DPPH radikala, smo lahko primerjali naše 
spojine z znanimi naravnimi antioksidanti. Standarde smo uporabili kot pozitivno kontrolo, 
s katero smo se prepričali, da je bil DPPH test ustrezen in da so rezultati zanesljivi. V ta 
namen smo uporabili troloks, kvercetin in reservatrol, ki so znani antioksidanti.  
 
 
 
Slika 45: Odvisnosti % nereduciranega DPPH radikala od koncentracije testne spojine ter 
pripadajoče vrednosti EC50 za A) 44 in B) 45 
 
Na podlagi EC50 vrednosti lahko sklepamo, da imata preiskovani spojini dobro 
antioksidativno delovanje. Če primerjamo te z vrednostmi standardov (Slika 47), vidimo, da 
je njuno delovanje le za en velikostni razred šibkejše.  
Jakost antioksidativnega delovanja je odvisna od strukture same spojine. Obe spojini imata 
8-hidroksikinolinski fragment, kateremu lahko pripišemo antioksidativno delovanje. 
y = -0,2258x + 73,41
R² = 0,9697
0
20
40
60
80
0 50 100 150 200
n
er
ed
u
ci
ra
n
i 
D
P
P
H
˙ 
(%
)
Cantioksidant (μM)
44
EC50 = 103,68 ± 14,669 μM
A)
y = -0,2258x + 73,41
R² = 0,9697
0
20
40
60
80
100
0 50 100 150 200
n
er
ed
u
ci
ra
n
i 
D
P
P
H
˙ 
(%
)
Cantioksidant (μM)
45
EC50 = 144,92 ± 16,540 μM
B)
Dimitrij Subašič, Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani                              Magistrska naloga 
55 
 
Fenolna funkcionalna skupina ima možnost oddati radikalu elektron in proton (torej vodikov 
atom), pri čemer se sama oksidira. Piridinski fragment pripomore tudi k povečanemu številu 
konjugiranih vezi in posledično k večji delokalizaciji elektronov v kinolinskem obroču, kar 
sicer oslabi antioksidativo delovanje. Pri ostalih preiskovanih spojinah antioksidativnega 
delovanja nismo določali, saj lahko že iz strukture razberemo, da niso antioksidanti. Benzen 
in para-klorobenzen, ki sta funkcionalni skupini pri ostalih preiskovanih molekulah, nista 
sposobni sprejeti oziroma oddati elektrona od radikala, kar je nujno potrebno za 
antioksidativno delovanje. Iz primerjave EC50 vrednosti 44 in 45 vidimo, da je prva 
malenkost močnejši antioksidant. Razlog za to lahko pripišemo dvojni vezi, ki je pripeta na 
piridinski fragment molekule. Sami spojini poveča število konjugiranih vezi, kar pomeni, da 
je nastali radikal bolj stabilen. 
 
 
 
Slika 46: Grafi odvisnosti % nereduciranega DPPH radikala od koncentracije standardov 
za A) resveratrol, B) kvercetin in C) troloks in pripadajoče vrednosti EC50. 
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5.3 VREDNOTENJE ZAVIRALNEGA DELOVANJA SPOJIN NA BChE Z 
ELLMANOVO METODO 
Za določitev zaviralne aktivnosti preiskovanih spojin in njihove selektivnosti za hBChE smo 
se poslužili Ellmanove metode, kjer smo posredno merili nastanek produkta encimske 
hidrolize. Rezultate smo izrazili z vrednostjo IC50 – srednjo inhibitorno koncentracijo. To 
predstavlja koncentracijo spojine, kjer pride do 50-odstotnega zmanjšanja delovanja encima. 
Selektivnost spojin za hBChE smo primerjali s sorodnim encimom – hAChE (Tabeli 5 in 6).  
Spojina 
hBChE 
IC50 ±SEM (nM)  
hAChE 
RA @ 100 µM  
ali IC50 ±SEM (µM)  
Izhodiščna molekula 
(ZINC72121826) 
80,0 ± 4,0 / 
42 17,1 ± 0,7 57,0 ± 1,2 % 
43b 55,8 ± 3,1 84,0 µM 
43a 1358,0 ± 66,3 63,0 µM 
49 32,3 ± 2,8 57,0 ± 14,5 µM 
44 718,1 ± 83,8 19,8 ± 5,1 µM 
45 5,58 ± 0,1 12,3 ± 3,2 µM 
 
Tabela VI : Spojine, testirane z Ellmanovo metodo 
 
Spojina, ki se je izkazala kot najmočnejši zaviralec, je spojina 45. Po padajoči zaviralni 
aktivnosti ji sledijo 42, 49, 43b, 44 in še 43a.  
Tabela V: Vrednosti IC50 za preiskovane spojine in rezidualna aktivnost za hAChE 
42 
 
44 
 
43a 
 
45 
 
43b 
 
49 
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Za spojino 45, ki ima najnižjo vrednost IC50, je bila razrešena tudi kristalna struktura v 
kompleksu z rekombinantno hBChE, iz katere lahko podrobneje ugotovimo, kateri fragmenti 
in v kolikšni meri vplivajo na učinkovitost vezave (Slika 48). Vidimo lahko, da se 8-
hidroksikinolinski fragment veže v acilni žepek hBChE. Tam tvori hidrofobne in van der 
Waalsove interakcije (z lipofilnimi aminokislinskimi ostanki Trp231, Val288, Leu286 in 
Phe398, Slika 49). V samem žepku je spojina orientirana tako, da lahko tvori vodikove vezi 
z aminokislinskimi ostanki v katalitičnem mestu encima, kar dodatno stabilizira kompleks. 
Vodikova vez se tvori med hidroksilno skupino na kinolinskem fragmentu in hidroksilno 
skupino Ser198. 8-Hidroksikinolinski fragment je velik in vsebuje skupine, ki so sposobne 
tvorbe polarnih interakcij, kar nakazuje na to, da je acilni žepek relativno velik in da lahko 
vanj vežejo tudi veliki in tudi polarni fragmenti. Acilni žepek pri hAChE je manjši in zato 
ne bi mogel sprejeti tako velikih fragmentov, kar lahko izkoristimo pri načrtovanju 
selektivnosti zaviralcev (za spojino 45 vidimo, da je IC50 za hAChE 100-krat večja). 
Kristalna struktura nam je tudi razkrila nespecifične hidrofobne interakcije med pirolidin-2-
onskim fragmentom in Trp82. Karbonilni kisik v pirolidin-2-onu tvori H-vez z vodo 56 v 
aktivnem mestu, ogljiki v pirolidin-2-onu pa tvorijo hidrofobne van der Waalsove interakcije 
s Trp82, Glu197 in Gly439. Iz kristalne strukture vidimo tudi interakcijo med piperidinskim 
dušikom in Tyr332, za kar je bilo že ugotovljeno, da je ključnega pomena za vezavo spojine 
v encim. Najbolj pomemben dejavnik je bazičnost dušika, saj je s tem pogojena tvorba 
kation–π interakcije. Spojina 42 ima namesto 8-hidroksikinolinskega fragmenta benzen, 
tako da ni sposobna tvorit interakcij s katalitičnim mestom encima, kar se odraža tudi v 
zvišani vrednosti IC50 – ta je približno 2-krat višja. Zaradi narave benzena pa je spojina še 
vedno sposobna tvorit hidrofobne interakcije z acilnim žepkom. Spojina 49, ki se od 42 
razlikuje le po kloru vezanem na para mestu benzena, ima 2-krat večjo IC50 vrednost. Iz tega 
lahko sklepamo, da klor ni sposoben tvorit dodatnih interakcij v acilnem žepku hBChE.  
Če primerjamo IC50 spojine 43b in 49 lahko vidimo, da cis konformacija dvojne vezi, ki 
povezuje piperidin in benzenov obroč, oslabi interakcijo med encimom in zaviralcem, saj 
naredijo spojino bolj rigidno in se le-ta težje postavi v ustrezno konformacijo. Iz primerjave 
spojin 43b in 43a lahko predvidevamo, da je dvojna vez v trans konformaciji še bolj 
neugodna, saj naredi spojino tako rigidno, da so interakcije med aktivnim mestom encima in 
spojino zelo šibke. Spojina 44 ima v strukturi 8-hidroksikinolinski fragment, ki ga najdemo 
tudi pri spojini 45, vendar ima prva precej višjo IC50 vrednost. To potrjuje prej napisano o 
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nenasičenih vezeh, saj dvojna vez v trans konformaciji onemogoča učinkovito in stabilno 
vezavo v aktivno mesto encima.  
 
Slika 47: Kristalna struktura spojine 45 v aktivnem mestu encima hBChE 
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5.4 VREDNOTENJE ZAVIRANJA AGREGACIJE Aβ S ThT TESTOM 
Spojina Zaviranje agregacije Aβ1–42  
42 n.i. (5,7 ± 1,5 %) 
43b n.i. (11,1 ± 7,1 %) 
43a n.i. (7,2 ± 6,7 %) 
49 n.i. (0,5 ± 4,3 %) 
44 n.i. (–0,2 ± 0,3 %) 
45 n.i. (–12, 3 ± 1, 7 %) 
Resveratrol 64.9 ± 9.7% 
Donepezil n.i. (18.5 ± 6.4%)  
Tabela VII: % zaviranja agregacije Aβ1–42 za preiskovane spojine in standarde 
 
Preverili smo tudi sposobnost spojin, da zavrejo agregacijo Aβ do fibrilov (Tabela 7). Iz 
dobljenih rezultatov lahko vidimo, da nobena izmed preiskovanih spojin v tem testu ni bila 
učinkovita. Vse so imele odstotek zaviranja agregacije manjši kot 20 %. Resveratrol, ki je 
služil kot pozitivna kontrola, je imel odstotek zaviranja agregacije 64,9. 
Vzroke zakaj nobena izmed spojin ni signifikantno zavirala agregacije Aβ1–42 lahko iščemo 
v sami strukturi spojin. Za uspešno zaviranje agregacije so ključni aromatski obroči in 
zmožnost tvorbe vodikovih vezi med samo spojino in β ploskvami agregiranega proteina 
(52). Ob primerjavi resveratrola s preiskovanimi spojinami lahko vidimo, da je število 
vodikovih vezi, ki jih lahko tvorijo naše spojine, manjše od tistega, ki ga lahko tvori 
resveratrol, kar potrjuje prej omenjeno predpostavko. Hkrati pa naše spojine vsebujejo samo 
en aromatski obroč, resveratrol pa je derivat stilbena, kjer sta s trans dvojno vezjo povezana 
dva benzenova obroča.  
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6 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo načrtovali, sintetizirali in zatem še biokemijsko ovrednotili 
več zaviralcev encima hBChE. Spojine 45, 49, 43b in 42 so pokazale dobro zaviralno 
delovanje v nanomolarnem območju z vrednostmi IC50, ki so manjše od izhodiščne spojine 
(IC50 = 80,0 nM). Za najmočnejšega zaviralca se je izkazala spojina 45 z vrednostjo IC50 = 
5,58 nM, sledile so 42, 49 in 43b. Test z Ellmanovno metodo smo izvedli tudi na encimu 
hAChE. Iz dobljenih rezultatov smo ugotovili, da vse spojine izkazujejo selektivnost za 
hBChE. Za spojino 45 je bila razrešena tudi kristalna struktura v kompleksu z encimom, iz 
katere lahko natančno razberemo interakcije med našim zaviralcem in hBChE, kar nam 
lahko služi kot izhodišče za nadaljnjo optimizacijo spojin.  
Dve izmed spojin, 44 in 45 smo tudi ovrednotili z DPPH testom, da bi ugotovili, ali delujeta 
kot antioksidanta. Iz dobljenih EC50 vrednosti (103,68 µM za 44 in 144,92 µM za 45) in 
primerjave z znanimi antioksidanti vidimo, da imata spojini dobre antioksidativne lastnosti, 
kar lahko pripišemo 8-hidroksikinolinskemu fragmentu oziroma njegovi fenolni OH skupini. 
Za opredelitev zaviranja Aβ1-42 agregacije smo na vseh sintetiziranih spojinah izvedli 
Tioflavin T flourimetrični test. Iz dobljenih rezultatov smo videli, da nobena izmed spojin 
ne izkazuje antiagregacijskih sposobnosti. Spojina 45 je med vsemi izkazovala najboljši 
odstotek zaviranja agregacije, to je 12,3 %. 
Na podlagi dobljenih rezultatov biokemijskih testov sklepamo, da predstavlja spojina 45 s 
svojim 8-hidroksikinolinskim fragmentom dobro odskočno desko za nadaljnje načrtovanje 
in optimizacijo spojin z multiplim delovanjem za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni.  
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